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RESUMEN

El canal de calcio/receptor de ryanodina permite que el calcio  contenido en el

reticulo sarcoplasmatico (RS) sea liberado hacia el mioplasma. Multiples componentes

celulares regulan la actividad de este canal de calcio, entre los que se distinguen: Ca2+,

Mg2+, H+, ATP2-, calcio luninal, agentes que reaccionan con grupos SH, entre otros. Por

otra parte,  existen evidencias que sugieren que calsecuestrina, rna proteina del 1umen

del  RS,  estaria  regulando  la  cin6tica  de  liberaci6n  de  calcio.  Originalmente,  a  esta

proteina se le atribuy6 un papel de tanp6n de calcio, lo que permite acuniular grandes

cantidades  de  este  ion  al  interior  del  RS.  Es  importante  establecer  la  cin6tica  de

disociaci6n del calcio desde la calsecuestrina para investigar si es una etapa limitante de

la liberaci6n de calcio.

En  esta tesis  se  caracteriz6  la participaci6n  de  Mg2+,  de  calsecuestrina y  del

estado redox de proteinas, en la cin6tica de liberaci6n de calcio inducida por cafeina. Se

utiliz6 rna preparaci6n de vesiculas aisladas de RS de mdsculo esquel6tico de conejo y

se midi6 la liberaci6n de calcio siguiendo la sefial de indicadores fluorescentes de calcio.

Cafeina indujo liberaci6n transitoria y parcial de calcio en el intervalo de  [Mg2+] libre

0,05  - 2,5  mM.  En vesiculas nativas,  en  [Mg2+]  0,1  -  0,5  mM este primer evento  de

liberaci6n fue seguido por oscilaciones de calcio. En ausencia de cafeina se observaron

oscilaciones  espontineas  de  calcio.  La magnitud y  la  duraci6n del  primer  evento  de

liberaci6n inducido por cafeina disminuyeron con el aumento de  [Mg2+]. Al oxidar las

vesiculas,   aument6   la   duraci6n   del   primer   evento   de   liberaci6n   en   todas   las

concentraciones de Mg2+ probadas. Lo inverso ocurri6 al reducir las vesfculas. El patr6n



oscilatorio tambi6n se modific6 al tratar las vesiculas con los reactivos redox.  Se sabe

que estos reactivos modifican la afinidad del sitio inhibitorio para Mg2+. Estos resultados

indican  que  las  vesiculas   de  RS   poseen  todos   los   elementos  requeridos  para  la

generaci6n de oscilaciones de calcio, que previanente habian sido observadas s6lo en

c61ulas  y  en  fibras  musculares.  Ademas,  los  resultados  indican  que  la  liberaci6n  de

calcio  inducida  por  cafeina  esta  directanente  regulada  por  [Mg2+I  libre  y  que  al

modificar el(los) sitio(s) inhibitorio(s) para Mg2+, canbia marcadanente la respuesta a

cafeina.

En vesiculas sin calsecuestrina disminuy6 1a cantidad de calcio acumulada tanto

en forma pasiva como en forma activa. El calcio acumulado fue liberable por agonistas

del canal de ryanodina. La liberaci6n de calcio present6 rna constante de velocidad de

liberaci6n  menor  que  en  vesfculas  control.  Tanbi6n  se  redujo  la  duraci6n  de  la

liberaci6n  neta  de  calcio.  No  se  observaron  oscilaciones  de  calcio  en  vesfculas  sin

calsecuestrina. Esta proteina fue fundanental no s6lo para que las vesiculas acumularan

grandes  cantidades  de  calcio  sino  que  tambi6n para  su posterior  liberaci6n  con  rna

cin6tica rapida acorde con las exigencias del mtisculo esquel6tico.

Estudios cin6ticos de la disociaci6n del calcio unido a calsecuestrina indican que

la disociaci6n del calcio desde calsecuestrina en soluci6n o asociada a membranas fue

mas  fapida  que  los  cambios  de  fluorescencia  intrinseca  asociados.   Se  utiliz6  rna

preparaci6n  de  membranas  de  la  zona  de  uni6n  del  RS  al  thbulo  transversal.  Estas

membranas son denominadas JFM, del ingl6sjc{7gc/z.o#cz/fczce z4e"b7`cr#es. En las JFM, la

disociaci6n de calcio y el cambio de fluorescencia intrinseca fueron mas fapidos que en

calsecuestrina en soluci6n. El ti/2 de la disociaci6n de calcio en JFM fue de 6,5 mseg a

11



25  °C.  Es probable  que  a 37  °C,  la disociaci6n de  calcio  sea aun mas  rapida.  Estos

resultados  sugieren  que  la  disociaci6n  de  calcio  desde  calsecuestrina  I.#  w.iJo  no  es

limitante de la velocidad de liberaci6n de calcio desde el RS.
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SUM-Y

Calcium  release  towards  myoplasm  proceeds  through  the  ryanodine  receptor-

calcium release channels located in the sarcoplasmic reticulum (SR). Multiple cellular

components regulate the activity of this calcium channel. Among them are remarkable:

Ca2+, Mg2+, H+, ATP2-, 1uminal calcium and SH groups reacting agents. On other hand,

there  are  evidences that  suggest that  calsequestrin,  a protein localized  in the  luminal

spaces  of SR,  may  regulate  calcium  release  kinetic.  Calsequestrin  acts  as  a  calcium

buffer too, allowing accumulate large quantities of calcium inside of SR. It is important

study the calciuni dissociation kinetic from calsequestrin to research if is a restrictive

event of calcium release.

In this thesis, the participation of Mg2+, redox state, calsequestrin, in the caffeine

induced  calcium release  kinetic was  characterized.  A preparation  of isolated vesicles

from rabbit  skeletal  muscle  SR was  utilized  and  calcium release was  measured with

calcium fluorescent indicators. In free [Mg2+] 0.05 to 2.5 mM, caffeine induced transient

and parcial calcium release. In native vesicles, in free  [Mg2+]  0.1  to 0.5 mM, after the

end of the first release event, calcium was released from vesicles in a oscillatory pattern.

Calcium oscillations were observed without caffeine too. Magnitude and duration of first

release  event induced by caffeine were  decreased with  [Mg2+]  increased.  In oxidized

vesicles, the duration of first release event was increased in all [Mg2+] tested. in reduced

vesicles, the contrary effect was  observed.  The osccillatory pattern in vesicles handle

with redox agents was modified too. It is known these agents modify the inhibitory site

affinity for Mg2+. These results indicate that SR vesicles have all necessary constituents
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for generate calcium oscillations, that previously had been observed only in muscle cells

and fibres.  Furthermore,  the  results  indicate  that caffeine  induced  calcium release  is

directly regulated by free [Mg2+]  and that the modification of the inhibitory(ies) site(s)

for Mg2+, markedly change the response to caffeine.

In vesicles without calsequestrin decreased the quantity of accumulated calcium

in passive  and  active  way.  The  accumulated  calciuln  was  released  by  agonists.  The

release rate constant was lesser in vesicles without calsequestrin than in control vesicles.

The  duration of net calcium relese was  decreased too.  Calcium  oscillations were not

observed  in vesicles  without calsequestrin.  This protein was  fundamental  for both to

accumulated  large  calcium  quantities  inside  SR vesicles  and to  release  it with a fast

kinetic agreed with the skeletal muscle demands.

Kinetics  studies  of  calciuni  dissociation  of  calcium  bound  to  calsequestrin

indicate  that  calcium  dissociation  fi.om  calsequestrin  in  solution  or  from  membranes

associated   calsequestrin   from   SR  junction   face   (JFM)   was   faster   that   intrinsec

fluorescence   changes   associated.   Calciuni   dissociation   and   intriusec   fluorescence

changes were faster in JFM that in calsequestrin in solution. The half time of calciuni

dissociation  in JFM  was  6.5  ms  to  25  °C.  It  is probably that to  37  °C,  the  calcium

dissociation  is   even  faster.   These  results   suggest  that  calcium  dissociation  from

calsequestrin z.77 vz.vo is not rate limiting of calcium release from SR.
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INTRODUCCI0N

El ion calcio participa en numerosos eventos celulares que ocurren en distintas

etapas de la vida, desde la fertilizaci6n hasta la muerte celular (Stricker y cols,  1992;

Whitcker y Patel,  1990,  Berridge y cols,  1998).  Entre  los procesos  que  controla este

segundo mensajero se incluyen el desarrollo, la diferenciaci6n y el metabolismo celular,

la  contractilidad  y  la  relajaci6n  muscular,  1a  secreci6n  vesicular  y  hormonal,  y  la

transmisi6n  sihaptica  a3erridge,   1993;   Clapham,   1995).   Para  ejercer  sus  variadas

funciones, el ion Ca2+ debe estar estrictamente compartimentalizado y sus niveles intra y

extracelulares deben ser finamente regulados.

En el mbsculo esquel6tico, 1a concentraci6n de Ca2+ mioplasmatica en reposo es

~10-7  M.   Cuando   este  nivel  de  Ca2+  aumenta  hasta  ~10-6-10-5   M  se  produce  la

contracci6n muscular (revisado por Berchtold y  cols.,  2000).  Estos  cambios bifasicos

transitorios  de  la  concentraci6n  de  Ca2+  citoplasmatica  son  producto  de  rna  ripida

liberaci6n inicial de Ca2+ (fase de la contracci6n) y rna subsecuente rapida captaci6n del

ion al interior del reticulo sarcoplasmatico (RS) (RIos y Pizarro,1991).

Excitaci6n-contracci6n-relajaci6n muscular

En el mdsculo esquel6tico la contracci6n se inicia por un potencial de acci6n que

se origina en la uni6n neuromuscular y que se propaga desde la membrana plasmatica al

interior de la fibra muscular por los thbulos transversales (T-T). La transducci6n de esta

sefial de despolarizaci6n de los T-T a rna respuesta de calcio intracelular es mediada por



el  sensor  de  voltaje/receptor  de  dihidropiridinas  de  los  T-T  que  activa  el  canal  de

liberaci6n de calcio/receptor de ryanodina (RyR) del RS, por un mecanismo aun no bien

entendido (Meissner,  1994; Melzer y cols.,  1995; Leong y MacLerman,  1998a). En todo

momento, 1a liberaci6n de calcio desde el reticulo esta bajo un estrecho control por los

sensores  de voltaje y  se  detiene rapidamente  si  estos  sensores  dejan de  ser activados

(Suda,1995; Lamb, 2000). Cuando los canales de liberaci6n de calcio del RS se cierran

(Meissner  y  cols.,   1986;  Lamb  \y  Stephenson,   1991),  el  calcio  es  acumulado  en  el

reticulo por medio de la bomba de calcio reticular, 1a Ca-ATpasa, y el mdsculo se relaja

al retomar el calcio a sus niveles de reposo.

La  sefial  de  despolarizaci6n  es  transmitida desde  el  sistema tubular  al  RS  en

uniones  especializadas  denominadas  triadas  (Mitchell  y  cols.,   1983).  Estas  uniones

consisten  principalmente   de   dos   estructuras   proteicas   fundamentales,   rna  t5trada

formada por cuatro complejos de receptores de dihidropiridinas, 1ocalizada en el sistema

tubular,  y  un  homotetrinero  en  la  membrana  del  RS  que  corresponde  al  canal  de

liberaci6n  de  calcioAlyR  (Franzini-Armstrong  y  Nunzi,  1983;  Block  y  cols.,  1988;

Franzini-Armstrong y Jorgensen,  1994). Se ha propuesto que existe un contacto directo

entre ambas estructuras Q]leischer e Inui,1989; Ri'os y cols.,1991) lo que permitiria que

un carnbio conformacional del receptor de dihidropiridinas sea transmitido directamente

activando el canal de liberaci6n de Ca2+RyR. De todos los RyR presentes en la uni6n

triadica,  solamente  un  homotetramero  por  medio  esta  acoplado  con  rna  t6trada  de

receptor de dihidropiridina (Franzini-Armstrong y Kish,  1995). Se ha propuesto que en

los RyR desacoplados,  la liberaci6n de Ca2+ ocurre luego  que el Ca2+ 1iberado por los

RyR acoplados activa estos receptores provocando liberaci6n de Ca2+ inducida por Ca2+



(RIos y Stem,  1997). Recientemente, se ha propuesto un tercer mecanismo denominado

gr/z.ng acoplado  que  consiste  en que  grupos  de RyR que  estin  en  contacto  fisico  se

activan  de  rna  manera  coordinada  (Marx  y  cols.,   1998).  La  consecuencia  de  esta

hip6tesis es que los grupos de RyR operan como unidades funcionales y generan eventos

de liberaci6n de Ca2+ locales, fapidos y mss  grandes que si cada canal funcionara en

forma independiente (Bers y Fill,1998).

EI canal de liberaci6n de Ca2+/Receptor de ryanodina

El  canal  de  liberaci6n  de  Ca2+  es  una proteina integral  de  membrana  del  RS

formada por cuatro subunidades hom61ogas de ~565 kDa cada rna (Lai y cols.,  1989).

Este canal posee sitios de muy alta afinidad para el acaloide vegetal ryanodina, lo que ha

determinado   que   se   denominen   indistintamente   canales   de   liberaci6n   de   Ca2+   o

receptores de ryanodina. Esta uni6n de gran afinidad ha sido dtil para localizar, purificar

e  identificar el  canal  de  liberaci6n  de  Ca2+  del RS  (Fleischer y  cols.,  1985;  Pessah y

cols.,  1986a; Pessch y cols.,  1986b;  Inui y cols.,  1987; Lai y cols.,  1988).  La uni6n de

[3H]ryanodina al RyR depende del estado funcional de la proteina canal, lo que ha sido

de gran utilidad para analizar los efectos de moduladores del canal de liberaci6n de Ca2+

(Zucchi y Ronca-Testoni,1997). Se ha mostrado que ryanodina se one a la forma abierta

o forma que conduce del canal RyR (Ogawa,1994; Fleischer and Inui,1989; Mcpherson

and Campbell,1993; Meissner y El-Hashem,  1992; Bianchi,1997). En estudios de canal

tinico incoxporados en bicapas planas de fosfolipidos se ha demostrado que ryanodina

tiene un efecto mtiltiple Gull y cols,  1989; Rousseau y cols.,  1987; Meissner,  1986b;

Buck y cols.,  1992).  Concentraciones de ryanodina 5  a 40 nM activaron el canal,  con
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ryanodina > 50 nM se indujo la aparici6n de un estado de subconductancia (~ I/2 de la

conductanica basal) con rna probabilidad de apertura cercana a 1, con ryanodina > 70

LIM se gener6 1a transici6n a un estado de conductancia menor (~ 1/4 de la conductancia

basal),    y    concentraciones    micromolares    del    alcaloide    (>    200    HM)    cerraron

completamente  el  canal.  Tanto  los  estados  de  subconductancia  en  los  que  el  canal

permanece  abierto  como  el  estado  de  bloqueo  inducidos  por  ryanodina,  no  fueron

reversibles en la escala temporal de los registros.

Se han identificado, clonado y secuenciado tres isoformas del RyR: RyR1, RyR2

y RyR3  (Takeshima y cols.,  1989; Zorzato y cols.,  1990;  Otsu y cols.,  1990; Nakai y

cols.,1990; Hakamata y cols.,1992). La isoforma RyRl se expresa principalmente en el

mdsoulo esquel6tico y en algunas regiones del cerebro, predominatemente en c61ulas de

Purkinje del cerebelo y tambi6n se ha detectado en el mdsculo liso. La isoforma RyR2 es

la forma predominante del mdsculo cardiaco y tanbi6n la forma mas expresada en el

cerebro. Tambi6n se ha encontrado alguli nivel de expresi6n de RyR2 en el mdsculo liso.

En el cerebro se distribuyen las tres isoformas, de las cuales el RyR3  es el componente

menor. RyR3 esta presente en el mtisculo esquel6tico embrionario y es particularmente

abundante  en  algunas  especies.  Ademas,  el  diafragma  y  mtisculo  liso  de  mamifero

expresan RyR3 pero en cantidades menores (Takeshima y cols.,  1989; Funichi y cols.,

1994; Giannini y cols.,1995; Kuwajima y cols.,1992; Ledbetter y cols.,1994; Neylon y

cols.,  1995;  Nckai  y  cols.,  1990;  Otsu  y  cols.,  1990;  Lai  y  cols.,  1992a;  Coronado  y

cols.,   1994;  Meissner,   1994;  Sutko  y  Airey,   1996;  Zucchi  y  Rosca-Testoni,   1997;

Franzini-instrong y Protassi,  1997). En mdsculo de vertebrados no mamiferos, aves,

anfibios, reptiles y peces, se han encontrado dos isoformas de RyR, denominadas or y ,P
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(Airey y cols.,  1990;  Lai y  cols.,  1992b;  Murayama y  Ogawa,  1992;  O'Brien y cols.,

1993;   Olivares  y  cols.,   1991).   Aproximaciones  moleculares  han  mostrado   que  la

isoforma  P  de  pollo  y  rana  corresponden'a  a  RyR3,  mientras  que  la  isoforma  or  es

hom6loga a RyR1  (Conti y cols.,  1996; Giannini y cols.,  1995; Oyamada y cols.,  1994;

Ottini y cols.,1996).

Modulaci6n del canal receptor de ryanodina de mdsculo esquel6tico QyR1)

Mdltiples componentes celulares y reacciones metab61icas regular la actividad

del canal RyR. Entre estos se distinguen Ca2+, Mg2+ y H+; derivados de adenina como

ATP2-  y  ADP-ribosa  cfclica;  proteinas  presentes  en  la  triada  como  calsecuestrina,

triadina, juntina,  FKBP-12,  calmodulina;  el  receptor  de  dihidropiridinas  y reacciones

metab61icas  como  fosforilaci6n y oxidaci6n (Meissner,  1994;  Coronado  y  cols.,  1994;

Franzini-Amstrong y Protassi,1997; Zucchi y Ronca-Testoni,1997, Lamb 2000).

Recei]tor  de  dihidrooiridinas:  El  complejo  receptor  de  dihidropiridinas  esta

compuesto por cinco subunidades:  ori, or2,  P, x, 8.  La subunidad Chi  posee los sitios de

uni6n para dihidropiridinas y representa la via de conducci6n para calcio. Posee cuatro

regiones que se repiten a a IV) con seis putativos segmentos de transmembrana cada

rna (revisado en Melzer y cols.,  1995). Existen a lo memos dos isoformas del receptor,

rna esquel6tica ITanabe y cols.,  1987) y otra cardiaca (Mikami y cols.,  1989). Estudios

con quimeras de CDNA esquel6tico y cardiaco ITanabe y cols.,1990) sugieren que el asa

H-IH de la subunidad oil del recaptor de dihidropiridinas es un determinants clave para

el tipo de acoplamiento excitaci6n{ontracci6n (esquel5tico o cardiaco), sobre la base de
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que el acoplamiento tipo esquel6tico no necesitaria de calcio extracelular, en cambio el

acoplamiento tipo cardfaco sf lo requiere.

El receptor de dihidropiridinas que se expresa en el mtisculo esquel5tico es rna

isoforma de canal de calcio tipo L, pero en este mdsculo no funciona como tal. Cuando

estos receptores son activados por despolarizaci6n, s61o se produce rna pequefia y muy

lenta entrada de calcio extracelular hacia el citoplasma que no es suflciente para activar

los canales de liberaci6n de calcio del RS  adyacente (Lamb, 2000).  En cambio, se ha

mostrado que   los receptores de dihidropiridinas del mtisculo esquel6tico  acthan como

sensores   de   voltaje   que   experimentan   cambios   confomacionales   inducidos   por

despolarizaci6n que se transmiten a los RyR (Schneider y Chandler,  1973; Rios y cols.,

1992;  Lamb,  2000)  que  interacthan  con los  sensores  de  voltaje  (Block y  cols.,  1988;

Nakai y cols.,  1998a) mediante contacto  directo  del lazo  11-Ill  de la subunidad ori  del

receptor de  dihidropiridinas  con  el  RyR (Tanabe y  cols.,  1990;  Lu y  cols.,  1994;  E1-

Hayek  y  cols.,   1995;   Slavik  y  cols,   1997;   El-Hayek  e  Ikemoto,   1998;   Leong  y

MacLennan,1998b; Nakai y cols.,1998b; Dulhunty y cols.,1999; Gurrola y cols.,1999;

Saiki y cols.,  1999;  Stange y cols., 2001).  Esta interacci6n provoca liberaci6n de Ca2+

desde el RS y se denomina liberaci6n de Ca2+ inducida por despolarizaci6n.

Calsecuestrina:  La  calsecuestrina  es  la  principal  proteina  del  lumen  de  las

cisternas terminales del reticulo sarcoplasmatco Q7ranzini-Armstrong y cols.,  1987). Se

ha deducido su secuencia primaria a partir del DNA complementario de calsecuestrina

de mdsculo  esquel6tico rapido  de conejo  G7liegel y cols.,  1987).  Posee  cinco residuos

tript6fanos  que  se  localizan en el tercio  carboxilo  teminal  de  la moldeula,  no  posee
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residuos cisteina y es relativamente rica en residuos de prolina en la mitad de su extremo

carboxilo terminal.  Este  componente luninal tiene un alto  contenido  de  aninoacidos

acidos.  La mayon'a de estos residuos  cargados negativanente se  agrupan en la regi6n

carboxilo terminal de la proteina y posiblemente representan los dominios de uni6n de

calcio  (Fliegel  y  cols.,  1987;  Ohnishi  y  Reithmeier,  1987;  Yano  y  Zarain-Herzberg,

1994). La calsecuestrina tiene una gran capacidad de uni6n de calcio, 40-50 moles/mol

de proteina,  con rna afinidad moderada de  1  mM (Ikemoto y cols.,  1974;  Damiani y

cols.,  1986; Volpe y Simon,  1991).  Se ha demostrado que esta alta capacidad de uni6n

de   Ca2+   es   el   resultado   de   la   formaci6n   de   agregados   Ca2+-calsecuestrina   en

concentraciones relativamente altas de calcio y de la proteina (Tanaka y cols., 1986). En

tales  condiciones,  dos tercios del calcio total unido  se asoci6  con los agregados  Ca2+-

calsecuestrina,  mientras  que  un tercio  estuvo  asociado  con  la forma no  agregada  de

calsecuestrina. Ademas se ha encontrado que la uni6n de Ca2+ a calsecuestrina exhibe

cooperatividad positiva, 1o que ocurre concomitantemente con un desplazaniento en el

equilibrio de la forma soluble a la forma cristalina (Aaron  y cols., 1984; Tanaka y cols.,

1986).

Wang y cols.  (1998)  cristalizaron la calsecuestrina y  resolvieron su estructura

tridimensional.  La estructura monom6rica tiene tres dominios que se pliegan en forma

similar: 5 1ininas P en el ndcleo rodeadas de 4 or-h61ices. Los 5 residuos tript6fanos que

posee la calsecuestrina, se localizan en el dominio Ill de la estructura cristalizada.

Varios investigadores han mostrado que los cambios conformacionales inducidos

por  Ca2+  estali  asociados  con:  a)  un  armento  del  contenido  de  or-h61ice,  1o  que  fue

medido por discroismo  circular (Ikemoto y cols.,  1972,  1974;  Ostwald y MacLennan,
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1974b;  Aaron y  cols.,  1984);  b)  rna intemalizaci6n de  grupos  tript6fanos,  lo  que  se

evidenci6 por un aunento en la intensidad de fluorescencia intrinseca (Ikemoto y cols.,

1974; Mitchell y cols.,  1988); c) un aunento en la compactaci6n, que fue deducido por

la  mayor  resistencia  a  la  digesti6n  por  tripsina  Q4itchell  y  cols.,   1988;  Ohnishi  y

Reithmeier,1987); d) un plegamiento completo de la proteina estabilizindose no s61o el

contenido  de  or-h6lice  sino  tambi6n  otras  estructuras  secundarias,  evidenciado  por

espectroscopia ]H NMR (Aaron y cols.,1984); y e) rna disminuci6n del radio de Stokes

(Cozens y Reithmeier,  1984).  Ademas,  el  cambio  conformacional de calsecuestrina al

unir  Ca2+  fue  evidenciado  por  estudios  de  la  interacci6n  de  calsecuestrina  con  fenil

Sefarosa,  lo  que  mostr6  que  calsecuestrina  se  une  a  esta resina  en  ausencia de  Ca2+

cuando un dominio hidrofobico esta expuesto, y se eluye de la resina en presencia de

Ca2+ cuando el dominio hidrofobico esta intemalizado (Cala y Jones,  1983; Mitchell y

cols.,   1988).  De  estos  antecedentes,  1a  calsecuestrina  al  unir  Ca2+  se  toma  a  rna

estructura con rna,yor contenido de h6lice y cadenas laterales hidrofobicas  escondidas,

mientras se pliega en rna estructura mas compacta que es resistente a la digestion con

tripsina.

Calsecuestrina esta concentrada en la cistema terminal del RS (Meissner,  1975;

Lau y cols.,  1977; Campbell y cols.,  1980; Jorgensen y cols.,  1979,  1983) donde forma

rna red muy compacta en el centro  de la cistema y se  ancla a la membrana del RS

preferentemente  en  la  zona  de  union  donde  se  localizan  los  canales  de  calcio/RyR

Q7ranzini-Armstrong   y   cols.,   1987;   Fleischer  e   Inui,   1989;   Franzini-Armstrong   y

Jorgensen,  1994;  Jones y cols.,  1998).  Por microscopia tridimensional  se  evidenci6  la

presencia de conexiones especificas entre calsecuestrina y la membrana del RS, las que
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se encuentran predominantemente en la zona de uni6n del RS  G]ranzini-Armstrong y

cols.,  1987).  Estas conexiones corresponden a los filamentos de anclaje que serian los

responsables de mantener a la calsecuestrina en proximidad a los canales de liberaci6n.

Calsecuestrina  representa  el  principal  sitio  de  almacenaje  de  Ca2+  del  RS  en

fibras  del  mtisculo  esquel6tico  (Jorgensen  y  cols.,  1983;  Franzini-Armstrong  y  cols.,

1987). Originalmente se propuso que estaria regulando la captaci6n de Ca2+ mediante la

disminuci6n de Ca2+ libre al interior del retfculo, 1o que permitin'a rna alta acunulaci6n

del ion por medio de la Ca2+-ATpasa (Ikemoto y cols.,1972,1974; MacLerman y Wong,

1971). Posteriormente, de acuerdo a algunas evidencias, se propuso que calsecuestrina

participa activamente en la regulaci6n de la liberaci6n de Ca2+ desde el RS (Ikemoto y

cols.,1989,1991 ; Gilchrist y cols.,1992). Se observ6 que los cambios confomacionales

de   calsecuestrina   al   unir   Ca2+   son   transmitidos   al   RyR   induciendo   cambios

conformacionales en esta proteina canal, los que se revierten por disociaci6n del Ca2+

unido  a  calsecuestrina  (Ikemoto  y  cols.,   1989).  Tambi5n  se  ha  demostrado  que  la

velocidad  de  liberaci6n  de  Ca2+  inducida por  cafeina  (Ikemoto  y  cols.,  1989)  o  por

ATP2-   y   Ca2+   (Donoso   y   cols.,   1995)   es   menor   cuando   el   contenido   de   Ca2+

intravesicular disminuye, y se ha propuesto que este efecto se debe a que disminuye el

Ca2+ unido a calsecuestrina. Ademas, al activar el canal de liberaci6n de Ca2+ se produjo

un aunento transitorio de la concentraci6n de Ca2+ luminal, y se propuso que el canal al

ser activado transmitiria rna sefial a calsecuestrina provocando la disociaci6n del Ca2+

unido, un aumento transitorio del Ca2+ libre y la subsecuente liberaci6n de 6ste (Ikemoto

y cols.,  1991).  Por otro  lado,  se ha mostrado  que calsecuestrina activa los  canales  de

liberaci6n de Ca2+ incoxporados en bicapas de fosfolipidos sint6ticos al ser agregada en
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el  lado  luninal  del  canal  (Kawasaki  y  Kasai,  1994).  Posteriormente  se  observ6  que

calsecuestrina desfosforilada activ6 el RyR, mientras que calsecuestrina fosforilada no

tuvo efecto (Szegedi y cols.,  1999). Tanbi6n se demostr6 que calsecuestrina interactha

con otras proteinas  de  la membrana de  la cistema terminal  del RS,  como  triadina y

juntina, en rna forma dependiente de Ca2+ (Damiani y Margreth,1990; Guo y Campbell,

1995),   y   recientemente   ha   sido   demostrada  la   formaci6n   de   un   complejo   entre

calsecuestrina y el RyR en mdsculo esquel5tico de conejo (Murray y Ohlendieck,1998).

No  existen  antecedentes  sobre  la  cin6tica  de  disociaci6n  del  Ca2+  unido  a la

calsecuestrina,  de manera que  es  importante  definir  si  esta disociaci6n  es  rna  etapa

limitante en el proceso de liberaci6n de Ca2+ desde el RS, que tiene un tiempo medio de

liberaci6n de ~14 ms, medido en vesfculas aisladas de RS  de conejo  (Donoso y cols,

2000).

Triadina  y juEirfe:  Triadina  y juntina  son proteinas  hom6logas  integrales  de

membrana  que  se  localizan  en  la  zona  de  uni6n  del  R.S  con  el  thbulo  transversal  y

proyectan hacia el interior del retfculo su regi6n carboxilo terminal altamente cargada y

bdsica (Jones y cols.,1995; Knudson y cols.,1993). Se ha demostrado que cada rna de

estas proteinas se une a calsecuestrina y al RyR (Guo y cols.,  1996;  Guo y Campbell,

1995; Zhang y cols.,1997). Se ha sugerido que triadina (Caswell y cols.,1991) yjuntina

(Jones y cols.,1995) son los componentes de los fflamentos de anclaje que mantienen a

calsecuestrina en estrecho contacto con los canales de liberaci6n de calcio en la zona de

uni6n del RS.
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Se ha encontrado que triadina se une a calsecuestrina y al RyR en rna manera

dependiente  de  Ca2+ (Guo y Campbell,  1995).  Se mostr6 tambi6n que triadina une  la

subunidad Chi del receptor de dihidropiridinas al RyR (Brandt y cols.,1990; Kim y cols.,

1990) y puede jugar un importante papel en el acoplamiento excitaci6n-contracci6n, ya

que  se  ha  observado  que  un  anticuexpo  contra  triadina  inhibi6  1a  fase  lenta  de  la

liberaci6n  de  Ca2+  desde  el  RS  inducida  por  despolarizaci6n  (Brandt  y  cols.,  1992).

Experimentos  posteriores,  con  triadina  y  calsecuestrina  purificada,  indicaron  que  la

actividad del RyR se inhibe por triadina y se potencia por calsecuestrina (Ohkura y cols.,

1998).  Es  probable  que  estos  efectos  opuestos  se  debar  a  la  interacci6n  entre  estas

proteinas y, en virtud de los resultados, se propuso un mecanismo regulatorio dual del

RyR por triadina y  calsecuestrina en el RS  del mtisculo  esquel6tico  (Ohkura y  cols.,

1998).

FKBP-12:  La FKBP-12 es rna proteina citos6lica de  12 kDa miembro  de rna

familia de proteinas que unen las drogas inmunosupresoras FK506 y rapanicina. En el

mtisculo  esquel6tico,  FKBP-12  esta  estrechamente  asociada  al  RyR1,  en  rna  raz6n

molar  de  4:1,  sugiriendo  que  rna  mol5cula  de  FKBP-12  esta  asociada  con  cada

mon6mero  del  RyR  (Collins,  1991;  Jarayaman  y  cols.,  1992).  Se  ha  mostrado  que

FKBP-12 se une directamente con el canal de liberaci6n de Ca2+ y estabiliza los estados

abierto  y cerrado  del  canal,  previniendo  estados  de  subconductancia que  se  observan

ocasionalmente con RyR purificado (Smith y cols.,  1988; Ma y cols.,  1995; Liu y cols.,

1989; Gaburjakova y cols., 2001). Ademas, FKBP-12 aumenta el umbral a la activaci6n
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por  cafeina  y  produce  eventos  de  apertura mss  largos  despu6s  de  la  activaci6n por

cafeina (Timerman y cols.,1993).

Calmodulina: La Calmodulina (CaM) es una proteina citos6lica ubicun de ~  17

kDa  que  one  Ca2+  y,  entre  sus  diversas  funciones,  regula  la  actividad  del  canal  de

liberaci6n de Ca2+ del RS. Varios estudios indican que el efecto de CaM sobre el RyRl

tiene una dapendencia bifdsica en la concentraci6n de Ca2+ libre citoplasmatica, con rna

estimulaci6n de la actividad del canal por CaM en los niveles nanomolares de este ion y

una  inhibici6n  en  niveles  micromolares   (Meissner,   1986a;   Fuentes  y  cols.,   1994;

Tripathy   y   cols.,   1995,   Ikemoto   y   cols.,   1995,   1996;   Chen  y   cols.,   1997).   Esta

modulaci6n involucra rna interacci6n CaM-RyR directa, ya que no es dependiente de

ATP2- (esencial para la actividad proteina kinasa) y  ocurre entre proteinas purificadas

(Smith y cols.,1989).

£a2=:  EI Ca2+ tiene rna importancia fundamental en la regulaci6n del RyR.  Se

cree  que  es uno  de  los  activadores  fisiol6gicos  del  canal  y,  como  se  ha mencionado

anteriormente, se ha propuesto que activarfa a los RyRl que no estin acoplados con un

receptor  de  dihidropiridinas.   Tambi6n  se  ha  mostrado   que   otros  ligandos,   como

ryanodina, anest6sicos volatiles, cafeina y nucle6tidos de adenina,  no pueden activar el

canal en la ausencia de Ca2+, o requieren Ca2+ para su efecto mckimo (Zucchi y Ronca-

Testoni,  1997;  Beltrin  y  cols,  1996).  La mayoria  de  estos  ligandos  ejerce  su  efecto

modificando la sensibilidad a Ca2+ del canal (Coronado y cols.,  1994; Meissner,  1994;



Ogawa,  1994;  Sutko  y Airey,  1996;  Zucchi  y Ronca-Testoni,  1997;  Meissner y cols.,

1997).

Estudios de flujo de Ca2+ en vesiculas de RS evidencian rna relaci6n en forma de

canpana entre  la liberaci6n de  calcio  y  la concentraci6n de  calcio  extravesicular.  En

concentraciones bajas de Ca2+, pca 2 9, practicanente no hubo liberaci6n; en pca ~5

alcanz6 .im efecto mckimo; y en [Ca2+] milimolar disminuy6 1a liberaci6n (Kin y cols.,

1983; Kirino y cols.,  1983; Nagasaki y Kasai,  1983; Meissner,  1984; Meissner y cols.,

1986; Sunbilla e Inesi,1987; Moutin y Dupont,1988; Calviello y Chiesi,1989; Donoso

e  Hidalgo,  1993).  Registros  de  canal  tinico  confirmaron  los  resultados  de  flujo.  En

[Ca2+]  nanomolar,  la  probabilidad  de  apertura  del  canal  (Po)  fue  cercana  a  cero,  la

activaci6n mckima se observ6 en concentraciones mayores a 100 L[M, disminuyendo en

el orden milimolar (Smith y cols.,1986; Ma y cols.,1988; Fill y cols.,1990;  1991;a Lee y

cols.,  1991,  Bull y Marengo,  1993;  Shomer y  cols.,  1993).  Para explicar la respuesta

bifasica  a  Ca2+,  se ha  sefialado  que  el  RyR posee  un  sitio  de  uni6n  de  Ca2+  de  alta

afinidad,  el  cual  estimula la liberaci6n  de  Ca2+,  y un  sitio  de uni6n de  Ca2+  de  baja

afinidad, el cual inhibe la liberaci6n.

Ademas  existen  estudios  que  indican  que  la  liberaci6n  de  Ca2+  tambi6n  es

modulada por Ca2+ intraluminal. En RS de mbsculo esquel6tico de conejo, la constante

de velocidad de liberaci6n arment6 con el aunento de [Ca2+] 1uminal (CE5o = 260 HM),

siguiendo rna funci6n hiperb61ica (Ikemoto y cols.,  1989; Nelson y Nelson,  1990),  1o

que similarmente se observ6 en rana, pero con una relaci6n sigmoidea (Donoso y cols.,

1995).
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Por otro lado, mediciones en canal tinico en experimentos en bicapas de lfpidos

planas  mostraron  que  aumentando  [Ca2+]  luminal  desde  0,1   a  250  prM  aument6  la

actividad  del  canal  en potenciales  citos6licos  negativos;  mientras  que  el  aunento  de

[Ca2+] a 161,5 y 10 mM en el lado luminal provoc6 rna disminuci6n de la actividad del

canal   en  potenciales   citos61icos  negativos  y  aument6   la  actividad  en  potenciales

positivos. Estos resultados sugieren que el flujo de calcio a trav6s de los RyR regula la

actividad del canal permitiendo que el Ca2+ tenga acceso a los sitios de activaci6n y de

inhibici6n localizados en el dominio citos6lico del canal (Hermann-Frank y Lehlnann-

Hom,1996; Tripathy y Meissner,1996).

Mgz=:   En el mdsculo esquel6tico, la concentraci6n citoplasmatica de Mg2+ libre

se  estima  en  0,8-1  mM  (Westerblad  y  Allen,  1992;  Konishi  y  cols.,  1993).  En  esta

concentraci6n, este ion inhibe la actividad del RyR (Lamb y Stephenson,1991; Laver y

cols.,  1997) y se requiere para mantener los  canales de liberaci6n cerrados  en reposo

(Lamb,   2000).   Mg2+   disminuye   la   actividad   del   RyR   con  rna  reducci6n   de   la

sensibilidad a Ca2+ para la activaci6n (Endo  1977). La inhibici6n por Mg2+ depende de

la concentraci6n de Ca2+; se distingue un efecto dual de Mg2+ en los dos sitios de Ca2+,

actuando como un antagonista competitivo de Ca2+ en el sitio de activaci6n y como un

agonista  en  el  sitio  de  inhibici6n  (Laver  y  cols.,  1997;  Meissner  y  cols,  1997).  La

afinidad del sitio de activaci6n para Mg2+ es aproximadamente 40-1000 veces mds baja

que para Ca2+ y la union de Mg2+ no activa el canal (Meissner y cols.,  1986; Laver y

cols.,  1997), de modo que la presencia de Mg2+ 0,8-1  mM desplaza la dependencia de

activaci6n por Ca2+ a [Ca2+] mas altas. La afinidad al sitio inhibitorio para Ca2+ y Mg2+
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es similar y la uni6n de Mg2+ a este sitio es tan efectiva en inducir inhibici6n como lo es

la uni6n de Ca2+ (Meissner y cols.,  1986; Laver y cols.,  1997). Una tercera posibilidad

de inhibici6n por Mg2+ es  la uni6n de este ion a otro  sitio  del  canal  de liberaci6n de

calcio que podr'a bloquear la conducci6n del canal (Smith y cols.,1986).

AE2=:   ATP2- milimolar en su forma libre estimula la liberaci6n de Ca2+ y abre

los canales RyR en todos los tejidos de vertebrados en los que se ha estudiado su efecto

(Meissner,1984; Smith y cols.,1986; Sudrez-Isla y cols.,1988; Moutin y Dupont,1988;

Donoso  e  Hidalgo,  1993).  En  el  mrisculo  esquel6tico,  ATP2-  tiene  un  fuerte  efecto

estimulante sobre el RyR. Cuando Mg2+ no esta presente en el sitio inhibitorio, la uni6n

de ATP2-a un sitio de baja afinidad (Ka ~ 1 mM) estimula la apertura del canal aun en la

ausencia de Ca2+ activante (Meissner y cols.,1986;  Lamb y  Stephenson,1991;  Lamb,

2000). En rna fibra en reposo, el RyR permanece cerrado s6lo debido al potente efecto

inhibitorio que occurre cuando Mg2+ esta unido a su sitio de inhibici6n. No obstante, en

nuestro laboratorio se ha encontrado que en vesfculas de RS de conejo euriquecidas en

triadas, las constantes de velocidad de liberaci6n de Ca2+ inducidas por ATP2- en [Ca2+]

bajas toca > 8,0) disminuyen a la mitad de lo observado en [Ca2+]  10 LiM ®Ca 5), sin

cambiar la cantidad de  Ca2+ liberada (Donoso  e Hidalgo,  1993).  La concentraci6n de

ATP2-mioplasmatica del mtisculo esquel6tico es 3-9 mM, de lo cual mas de un 90% esta

en  la  forma  de  Mg-ATP  (Godt  y  Maughan,  1988).  Del  ATP2-  total  presente  en  el

mioplasma s61o 0,3 a 0,9 mM esta en la forma de ATP2- libre.
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Cafefna:  Cafefna es un clasico activador del canal de liberaci6n de calcio del RS

del mtisculo esquel6tico (Herrmann-Frank y cols.,  1999).  Se ha mostrado que el efecto

de  cafeina  sobre  el  RyR  aunenta  en  la  presencia  de  ATP2-  y  se  inhibe  por  Mg2+

(Rousseau  y  cols.,  1988).  Ademas,  cafeina  interactha  cooperativanente  con  Ca2+  y

ATP2-, 1o que indica una interacci6n alost6rica entre estos diferentes tipos de sitios de

uni6n (Sark6zi y cols.,  1998) y sugiere que cafeina aumenta la sensibilidad del RyR a

sus activadores fisiol6gicos. Se mostr6 que cafeina activa los canales RyR aunentando

la afinidad de sus sitios de uni6n de Ca2+ (Rousseau y cols.,  1988; Moutin y Dupont,

1988; Meissner y cols.,  1997). Ademas, se demostr6 que cafeina por si misma es capaz

tambi6n de activar el RyR en la ausencia de Ca2+ aunque se requiere rna concentraci6n

mayor que 5 mM de cafeina @ousseau y cols.,  1988). Recientemente, se ha reportado

que  en  mdsculo  esquel6tico  de  rana,  la  cafeina  aumenta  la  afinidad  del  sitio  de

activaci6n por Ca2+ y disminuye la afinidad del sitio de inhibici6n quurayana y cols.,

2000),   de   manera   que   amplia   el   intervalo   de    [Ca2+]   para   activar   el   RyR.

Interesantemente, en la rana la cafefna disminuye levemente la afinidad para Mg2+ del

sitio inhibitorio sin afectar la afinidad de uni6n de Mg2+ en el sitio de activaci6n de Ca2+

Ov4urayama y cols., 2000). Se desconoce el efecto de cafeina sobre la afinidad de Mg2+

por los sitios de activaci6n y de inhibici6n de Ca2+ en mdsculo esquel6tico de mamffero.

Se ha observado que, en concentraciones de hasta 10 mM, la cafeina no altera la

funci6n  de  las  proteinas  contractiles  (Allen  y  Westerblad,  1995),  la  dependencia  de

voltaje, 1as cin6ticas ni la cantidad de movimientos de carga intramembrana (Delay y

cols.,  1986;  Shirokova y RIos,  1996a,  1996b). En cambio, en concentraciones 2 5 mM
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cafeina si ejercen'a un efecto sobre la Ca-ATpasa, puesto que disminuye en 60-70°/o la

velocidad de la bomba (Allen y Westerblad,1995).

En   c61ulas   musculares   intactas   o   peladas   (desprovistas   de   la   membrana

plasmatica)  1a cafeina genera oscilaciones mec5nicas  que  se  deben a la liberaci6n de

calcio   oscilatoria  desde  el  RS   (Fabiato   y  Fabiato,   1978;   Herrmann-Frank,   1989;

Wyskovsky,  1994). ATP2-es un componente esencial en la generaci6n de oscilaciones

inducidas  por  cafeina  (Wyskosky,  1994).  En mtisculos  que  oscilaron  se  observ6  que

luego  de la adici6n de cafeina,  se libera un factor de bajo peso molecular que induce

oscilaciones mecinicas en fibras de mtisculo de anfibio y activa la liberaci6n de calcio y

los canales RyR de mdsculo de mamffero (Kumbaraci y Nastuk,1982; Herrmann-Frank

y  Meissner,  1989).  Este  factor  end6geno  de  bajo  peso  molecular  se  ha  denominado

oscil6geno  y presenta una absorci6n mckima a 245  nm (Kumbaraci  y Nastuk,  1982).

Posteriormente se mostr6 que probablemente es un p6ptido pequefio que tiene un peso

molecular >1800 daltons (Hermann-Frank y Meissner,1989).

Oxido-reducci6n:     Se  ha  observado  que  la  oxidaci6n  de  grupos  tioles  (SH)

ccriticos del RyR produce los siguientes efectos: (a) activa el mecanismo de liberaci6n de

Ca2+  del  mdsculo  esquel6tico  induciendo  liberaci6n  de  Ca2+  desde  vesfculas  de  RS

ITrimm y cols,1986; Zaidi y cols,1989; Salama y cols.,1992; Abramson y cols,1995),

a) aumenta la actividad de los canales RyR incolporados en bicapas planas de lfpidos

(Abramson y cols.,1995; Favero y cols.,1995; Marengo y cols.,1998), y (c) modifica la

uni6n de ryanodina a membranas de RS (Abramson y cols.,1995; Favero y cols.,1995;

A8hdasi y cols.,1997; Suko y Hellman,1998). Inversamente, la adici6n de ngentes que
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reducen  grupos  tioles,  cierran  el  canal  de  Ca2+  y  disminuyen  la uni6n  de  ryanodina

(Trimm  y  cols.,   1986;  Zable  y  cols.,   1997;  Marengo  y  cols.,   1998).   A  partir  de

experimentos realizados con maleimida fluorescente, Liu y cols. (1994) mostraron que la

reactividad de  los  grupos tioles hiperreactivos  es muy  sensible  a la concentraci6n de

moduladores  del  canal RyR, tales  como  Ca2+,  Mg2+ y  cafe{na.  Posteriormente,  Xia y

cols. (2000) demostraron que los grupos tioles del RyRl tienen un potencial redox bien

definido  que  es  sensible  a  las  concentraciones  de  Ca2+,  Mg2+  y  cafeina.  Tambi5n

mostraron que en un ambiente con mayor poder oxidante hay rna gran estimulaci6n del

RyR; mientras que en ambientes con mayor poder reductor, hay un grado relativanente

pequefio  de activaci6n del canal por Ca2+.  Una oxidaci6n extensa de grupos tioles  en

triadas activanente cargadas con calcio, provoc6 una liberaci6n de Ca2+ en presencia de

[Mg2+]  1 mM con la misma constante de velocidad que se obtuvo en ausencia de Mg2+,

1o que indica que la oxidaci6n extensa de grupos tioles suprime completamente el efecto

inhibitorio de Mg2+ en la liberaci6n de Ca2+ inducida por Ca2+ (Donoso y cols., 2000).

Por otro lado, se mostr6 que la actividad del canal depende del ndmero de grupos tioles

oxidados.  De las  100  cisteinas presentes  en cada subunidad RyR (Takeshima y cols.,

1989),  50  tienen  sus  grupos  tioles  libres  (en  estado  reducido)  (Eu  y  cols.,  2000),  en

condiciones  experimentales  comparables  al  mtisculo  en reposo.  La oxidaci6n  de  ~10

tioles/subunidad (a ~38 tioles libres/subunidad de RyR) tiene poco efecto en la actividad

del canal, con rna oxidaci6n mayor (a ~23 tioles libres/subunidad) la actividad del canal

aunenta  reversiblemente,  y  al  oxidarlo  aun  mas  (a  ~13  tioles  libres/subunidad)  lo

inactiva irreversiblemente (Sun y cols., 2001).
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Grupos  tioles  reactivos  del  RyR  participan  en  su  interacci6n  con  triadina

permitiendo la formaci6n de complejos de alto peso molecular (Liu y cols.,  1994; Liu y

Pessah, 1994) y ademas participan en la uni6n de RyR con calmodulina (Zhang y cols.,

1999;  Moore y cols.,  1999). Por lo tanto, es esperable que todas  las interacciones que

involucren grupos tioles  se verin afectadas por el potencial redox del RyR y pueden

formar parte del mecanismo de modulaci6n del canal.

HPOTESIS

Sobre la base de los antecedentes presentados se propone que:  1)  en vesfculas

aisladas de RS enriquecidas en triadas de mdsculo esquel6tico de conejo, el Mg2+ inhibe

la liberaci6n de calcio  inducida por cafeina modulando  la cin6tica de este proceso  de

liberaci6n,  1o  que  ademas  depende  directalnente  del  estado  redox  de  los  canales  de

calcio/RyR; y 2) 1a disociaci6n del Ca2+ unido desde calsecuestrina es suficientemente

rapida, de modo que no es rna etapa limitante en el proceso de liberaci6n de Ca2+.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.   Caracterizar la liberaci6n de calcio inducida por cafeina en vesfculas aisladas de RS

de mdsculo esquel6tico de conejo enriquecidas en triadas.
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2.   Estudiar  el  efecto  de  Mg2+,  Mg-ATP,  agentes  6xido-reductores  y  calcio  luminal

sobre  la  liberaci6n  de  calcio  inducida  por  cafeina  en  las  ves{culas  pevianente

aisladas.

3.   Aislar   vesiculas   de   RS    de   mtisculo    esquel6tico    de   conejo    depletadas   de

calsecuestrina, para estudiar si 6stas difieren en la cin6tica de liberaci6n de calcio.

4.   Aislar vesfculas de RS de mtisculo esquel5tico de conejo enriquecidas en triadas y

pemeabilizadas que conserven las proteinas caracteristicas de la estructura triadica.

5.   Obtener rna preparaci6n de fragmentos de membranas del RS de la zona de uni6n

del reticulo con el T-T, exenta de la bomba de calcio, con y sin calsecuestrina.

6.   Estudiar en las preparaciones obtenidas y en calsecuestrina purificada, 1a cin6tica de

disociaci6n  del  calcio  unido  a  6stas  y  los  cambios  de  fluorescencia  intrinseca

asociados.
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MATERIALES Y METODOS

ALisla[nderito de vesiculas de ret[culo sarcoplasmdico de conejo

Se  aislaron  vesfculas  de  RS  pesado,  euriquecidas  en  triadas  desde  mtisculo

esquel6tico de conejo, de acuerdo al procedimiento descrito por Hidalgo y cols. (1993).

Brevemente,  los  mtisculos  rapidos  de  las  piemas  y  espalda  se  limpiaron  de  tejido

conectivo y se picaron finanente. Luego, se homogeneizaron en rna licuadora comercial

en  dos  ciclos  altemados  de  30  y 20  segundos,  con rna pausa  de  30  segundos,  en 4

volrfunenes de Soluci6n (1) ®ara la composici6n de las soluciones vcr Tabla 1) a 4 °C.

El homogeneizado se sediment6 a 1.500 x g por 30 minutos. El sobrenadante se filtr6 a

trav6s de  8 telas de gasa de algod6n y se sediment6 a  17.000 x g por 30 minutos.  EI

sedimento   obtenido   fue   homogeneizado   en   4   volinenes   de   tamp6n   A   en   un

homogeneizador  de  vidrio-vidrio  y  se  centrifug6  a  1250  x  g  por  30  minutos.  EI

sobrenadante  resultante  se  sediment6  a  17.000  x  g  por  30  minutos  y  el  sedimento

obtenido se homogeneiz6 con 200 mL de Soluci6n (2) en un homogeneizador de vidrio-

vidrio. Este homogeneizado se centrifug6 a 17.000 x g por 30 minutos y el sedimento

final   se   homogeneiz6   en  tamp6n   8.   Las   vesiculas   asi   obtenidas   se   congelaron

ripidamente  por  inmersi6n  en N2  1fquido  y  se  guardaron  a  -80  °C  por periodos  no

superiores a un mes.
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Tabla 1

Composici6n de las soluciones

Soluci6n enmM

1 KC1150, Mgc12 5, M-Ta pH 6,8, |PC

2 Sacarosa 300, M-Ta pH 7,o, Ipa

3 EGTA 1, sacarosa 300, Tris HC120 pH 8, ditiotreitol 3, Ipa

4 M-Ta pH 7,2, KC| 100, Ipa

5 Trit6n-H 0,02%, M-Ta pH7,2, Kcl 100

6 Sacarosa 300, M-Ta pH 6,8, Ipa

7 Cac12 2,2, M-Ta pH 7,2, KC| 100, Ipa

8 Nacl 500, M-TD pH 7,2, EGTA 0,1, ditiotreitol 1, NaN3 0,02%

9 M-Ta pH 7,2, Kcl 100

10 KC1  100,  fosfocreatina  5,  creatina  fosfoquinasa  5  UI/mL,  M-Ta  pH  7,2,

Calciuni Green-2  90 riM 6 Fluo 5N 0,84 LiM

11 KC1100 , Cac12 3 mas 45Cac12 20 mci/mmol, M-Ta pH 6,8

I Mgc12   1,81,  ATP   1,5,  KC1  100,  M-Ta  pH  7,2,  fosfocreatina  5,  creatina

fosfoquinasa 5 UI/mL, Calcium Green-2  90 nM

11 Cafeina 41,8, Mgc121,81, ATP 1,5, KC1100, M-Ta pH 7,2

Ill Mgc12 6,66, ATP 5, fosfocreatina 10, creatina fosfoquinasa 10 UI/inL, M-Ta

pH7,2, Kcl 100, Calcium Green-2  180 nM
IV Cafeina 8 mM, M-Ta pH 7,2

V Cac121, M-Ta pH 7,2, KC1100

VI BAPTA 13,2, Calcium Green-2  100 nM, M-Ta pH 7,2, Kcl 100

VII Cac12 2,2, M-Ta pH 7,2, Kcl 100

VIII BAPTA 0,286, Calcium Green-2  1 HM, M-Ta pH 7,2, KC1100

M-Ta: Mops-Tris 20 mM.

M-Tb: Mops-Tris 10 mM.

IPC:     c6ctel  de  inhibidores  de  proteasas:  1eupeptina   1   LLg/mL,  benzamidina  0,8  mM,

pepstatina 1  Llg/mL, PMSF 1 mM.

Ipd:     c6ctel de inhibidores de proteasas: leupeptina 1 Hg/mL, benzamidina 0,4 mM.



Extracci6n de calsecuestrina de las vesiculas dsladas de RS

Para obtener vesiculas sin calsecuestrina, las vesiculas de RS se incubaron toda

la noche  a 4  °C  en  soluci6n de  extracci6n  (Soluci6n  (3)).  Luego  se  centrifugaron  a

17.000 x g durante 35 minutos. El sedimento resultante se resuspendi6 en Soluci6n (4).

Luego   se   elimin6   el   EGTA   remanente   separando   las   vesiculas   del   EGTA  por

fraccionamiento  a trav6s de  3  mL de una columna de agarosa (Bio-Gel A-1.5m) pre-

equilibrada  con  Soluci6n  (4)  y  se  eluy6  con  la misma  soluci6n.  Estas  vesfculas  sin

calsecuestrina  se  utilizaron  dentro  de  24  horas  o,  altemativamente,  se  les  agreg6

sacarosa (0,3 M final) y se congelaron por inmersi6n en N2 1£quido y se guardaron a -80

°C para ser utilizadas dentro de rna semana.

Para obtener vesiculas control, las vesiculas de RS se incubaron toda la noche en

soluci6n  de  extracci6n pero  sin  EGTA.  El  resto  del  procedimiento  fue  igual  que  lo

descrito para la extracci6n de la calsecuestrina.

Permeabtltzaci6n de las veslculas de RS

Las  vesiculas  aisladas  se  solubilizaron  con  concentraciones  crecientes  de  los

detergentes  no  i6nicos  Trit6n  X-100  y  Trit6n  X-100  Hidrogenado  (Trit6n-H),  del

detergente  i6nico  deoxicolato  de  sodio  y  con  el  glic6sido  saponina.   Se  realizaron

titulaciones  con  pequefias  adiciones  de  cada  detergente  midiendo  la  turbidez  de  las

vesfculas a 350 nm y 540 nm. Posteriormente, para visualizar la composici6n proteica de

las vesfculas solubilizadas, se observ6 el patr6n electrofoietico de los sedimentos y los

sobrenadantes de la solubilizaci6n con cada detergente.
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De los detergentes probados se seleccion6 Trit6n-H, ya que no solo permeabiliz6

las  vesiculas  manteniendo  las  proteinas  vesiculares  asociadas  a  la  triada,  sino  que

tambi6n fue ventajoso sobre los otros detergentes porque no es fluorescente y carece de

absorbancia UV, por lo que no interfiere en los ensayos espectrosc6picos.

Para  los  experimentos  espectrofotom6tricos,  1as  vesiculas  se  permeabilizaron

incubindolas  en  Soluci6n  (5)  durante  10  minutos  a temperatura  ambiente.  Luego  se

centrifugaron a 17.000 x g por 30 minutos y el sedimento se resuspendi6 en talnp6n 8.

Estas  vesiculas  permeabilizadas  se  congelaron  por  inmersi6n  en  N2  liquido  y  se

guardaron a -80 °C para ser utilizadas dentro de rna semana.

Aislamiento de membranas de la zona de uni6n (JFIJQ del RS terminal

Las membranas de la zona de uni6n (JFho  del RS  terminal  se prepararon de

acuerdo    al   procedimiento    descrito   por   Costello    y    cols.    (1986)    con   algunas

modificaciones.  Brevemente,  3,3  mg/mL  de  vesiculas  aisladas  de  RS  de  conejo  se

incubaron por 10 minutos, a 4 °C, en Soluci6n (6) mas Cac12  1  mM. Luego se agreg6

Trit6n X-100 desde rna soluci6n stock 100/o (v/v) hasta obtener una concentraci6n final

de 0,50/o y se agit6 vigorosamente utilizando un agitador vortex.  Se incub6 durante 20

minutos a 4 °C agitando cada 5 minutos en agitador vortex. Se centrifug6 a 48.000 x g

durante  1  hora  y  el  sediment6  se  resuspendi6  en  Soluci6n  (6).  A  la mitad  de  estas

membranas   (JFM)   se   les   extrajo   la   calsecuestrina   segdn   el   m6todo   descrito   a

continuaci6n. La fracci6n remanente de JFM se congel6 por inmersi6n en N2 lfquido y

se guard6 a -80 °C para utilizarla dentro de rna semana.
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Extracci6n de calsecuestrina de las JEM

A las JFM se les agreg6 EGTA desde rna soluci6n stock 100 mM para obtener

rna concentraci6n final de 3 mM, y suficiente Tris en polvo hasta obtener pH 8,0.  Se

incub6 por  10 minutos a 4  °C y luego  se centrifug6  a 48.000 x g durante  1  hora.  EI

sedimento  se resuspendi6  en  Soluci6n (6)  y las JFM sin calsecuestrina resultantes  se

congelaron por inmersi6n en N2 liquido y se almacenaron a -80 °C para ser utilizadas

dentro de una semana.

Didlisis de las membranas de la zona de uni6n (JF1)Q

Las JFM se dializaron durante 36 horas  a 4  °C  en Soluci6n (7).  Las JFM sin

calsecuestrina  se  dializaron  en  la  misma  forma.  Posteriormente,  estas  membranas

dializadas   se  utilizaron  para  medir  la  cin6tica  de  disociaci6n  del  calcio  unido  a

calsecuestrina, segtin se describe mas adelante.

Puriif iicaci6n de calsecuestrina

La calsecuestrina se purific6 por cromatografia en fenil sefarosa a partir de un

extracto soluble en Na2C03 de las vesiculas de RS, de acuerdo al procedimiento descrito

por Cala y Jones (1983) con algunas modificaciones. Brevemente, las vesfculas de RS

enriquecidas  en  triadas  se  centrifugaron  a  70.000  x  g  por  30  min.  El  sedimento  se

resuspendi6  a rna concentraci6n de proteinas  de  1-2 mg/mL  en rna soluci6n fria de

Na2C03  100 mM, pH 11,4. Se incub6 en hielo durante 1 hora y se centrifug6 a 100.000

x g durante 30 min. Al sobrenadante (extracto de carbonato) se le agregaron reactivos en

polvo para obtener Mops 50 mM, Nac1 0,5 M y ditiotreitol 1 mM. El pH se ajust6 a 7,2
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con Hcl concentrado. La mezcla se aplic6 sobre 20 mL de rna columna de fenil sefarosa

CL-4B  pre-equilibrada  con  Soluci6n  (8).  La  columna  se  lav6  varias  veces  con  la

Soluci6n (8) y luego se eluy6 con esta soluci6n que ademas contenia Cac12 10 mM. Se

colectaron fracciones de 1 mL y se midi6 la absorbancia a 278 nm. Las fracciones que

contenian la proteina se juntaron y se concentraron en microconcentradores Centricon

YM-30  (Amicon,  Millipore)  centrifugando  a  5.000  x  g  por  el  tiempo  necesario  para

disminuir el volumen a aproximadamente 500 prL (3-4 ciclos de 30 minutos cada uno).

Luego se realizaron sucesivos lavados con EGTA 5 mM y finalmente, la calsecuestrina

purificada se dializ6 por medio de cinco lavados con 2 mL cada uno, con Soluci6n (9) y

posterior centrifugaci6n a 5000 x g para disminuir el volumen a 500  LiL.  La protefna

puriflcada en soluci6n se almacen6 en alicuotas a -20 °C hasta su uso.

Electroforesis en gel de poliacrilo[ndda en presencta de SDS (SDS-PAGE)

Se   prepararon   geles   de   0,75   mm   de   espesor   utilizando   para   los   geles

concentrador y separador el sistema de soluciones tamp6n descrito por Laemmli (1970).

Para  el  gel  concentrador  se  utiliz6  acrilanida  50/o  y  para  los  geles  separadores  se

prepararon gradientes lineales de acrilanida del 2 al 12°/o o un gel al 7%. Despu6s de la

electroforesis,  los  geles  se  fijaron  y  se  tifieron  durante  toda  la  noche  a temperatura

ambiente  en  rna  soluci6n  que  contem'a  metanol  50°/o,  acido  ac6tico   100/o,  azul  de

Coomassie brillante R-250 0,15%. Luego se lavaron varias veces con acido ac6tico 7,5%

y  metanol  7,5%.  Algunos  geles  fueron  completamente  destefiidos  para rna posterior

tinci6n con Stains All (Campbell y cols.,  1983).  Para destefiir se utiliz6 metanol  50%

durante toda la noche a 37 °C y luego  se lav6 exhaustivamente con isopropanol 25%
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para remover el SDS. Posteriormente se tifi6 el gel en la oscuridad durante 48 horas con

una soluci6n que contenia Stains All 0,0025%, isopropanol 25%, formanida 7,5% y Tris

base 30 mM, pH 8,8.

Algunos geles se tifieron con plata. Para esto primero se fijaron con rna mezcla

de metanol 50% y acido ac6tico 100/o,1uego el gel se lava en metanol 50% durante toda

la   noche   y   al   dia   siguiente   se   cambia   dos   veces   esta   soluci6n   para   eliminar

completamente el  acido  ac6tico.  Se lava con agua destilada y se  agrega rna soluci6n

reci6n recien preparada que contiene: 31,5 mL de NaoH 0,1 N; 2,05 mL de NH3 14,8 N;

6,0 mL de AgN03 20% y cantidad suflciente de agua para  150 mL.  Se incuba por  15

minutos y luego se lava con agua destilada. Para revelar se utiliza rna soluci6n reci6n

preparada que contiene:  2,5 mL de acido ac6tico  1%;  0,3  mL de formaldehido 35°/o y

cantidad suficiente de agua para 500 mL. Se agita durante 15 a 20 minutos en espera del

revelado de las bandas.

Se determin6 la cantidad relativa de calsecuestrina y Ca-ATpasa en las diferentes

preparaciones por medio del analisis densitom6trico de los geles SDS-PAGE tefiidos con

azul  de  Coomassie.  Se utiliz6  el programa  lD  Advanced  (AAB  Software,  Advanced

American Biotechnology 1166E, Fullerton, USA).

Experimentos de captaci6n y liberaci6n de calci,o

Los experimentos se realizaron a 22 °C en un espectrofot6metro de fluorescencia

(Jobin  Yvon-Spex,  Fluoro  Max-2)  que  esta provisto  de  un  sistema para  controlar  la

temperatura. Se determinaron los canbios de [Ca2+] extravesicular con Calcium Green-2

y en algunas ocasiones se utiliz6 Fluo-5N. La emisi6n fluorescente de Calciuni Green-2
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se midi6 a 531 nm con rna longitud de onda de excitaci6n de 506 nm. Para Fluo-5N se

utilizaron longitudes  de  onda de  excitaci6n de 492 nm y de  emisi6n de  530 nm.  Las

vesiculas  euriquecidas  en triadas  se  diluyeron a 0,2  mg/mL  en  soluci6n de  captaci6n

(Soluci6n (10)). La adici6n de las vesiculas (0,2 mg/mL) aument6 la concentraci6n de

Ca2+ 1ibre del medio de rna concentraci6n basal de 2 a 5  LIM a rna concentraci6n de

23,8 ± 5,9  LiM, que se determin6 con un electrodo de calcio. Al calcular este nivel de

calcio considerando la KD para calcio de Fluo-5N se obtuvo un valor de 25 prM (ver mas

adelante).  Se  inici6  1a  captaci6n  de  calcio  agregando  un  pequefio  volumen  de  rna

soluci6n que contenia Mgc12 mas ATP2- (sal s6dica) de acuerdo  a las concentraciones

indicadas en la Tabla 2. La liberaci6n de calcio se inici6 con la adici6n de cafeina o, en

algunos casos, de AMP-PNP, en las concentraciones sefialadas y a los tiempos indicados

en cada experimento.

Para  calcular  [Mg2+]  libre,  [ATP2-]  libre,  pug-ATP]  y  [AMP-PNP]  presentes

durante      la     liberaci6n      de      calcio      se      utiliz6      el      programa     WinMaxc

(www.stanford.edu/~cpatton/winmaxc2.html)  y  las  constantes  proporcionadas  en  el

archivo bers.com.

Deterndnaci6n  de  las  constantes  de  velocidad  inicial  de  la  liberaci6n  de  calcio

inductda por coif eina

Para determinar la cin6tica de liberaci6n de calcio inducida por cafeina se utiliz6

un espectrofot6metro de fluorescencia de flujo detenido, modelo  SF.17MV de Applied

Photophysics Ltd. (Leatherhead, U.K.). En todos los experimentos el aunento de [Ca2+]

extravesicular se determin6 excitando a 506 nm y midiendo la emisi6n de fluorescencia
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de  Calcium  Green-2  a trav6s  de un filtro  de paso  largo  que  corta en 530  nm  (Oriel,

Stratford, CT).

Las vesiculas (0,2 mg/inL) se cargaron activanente con calcio durante 3 minutos

a  25   °C  antes  de  comenzar  cada  experimento,  utilizando  la  soluci6n  I.   ¢ara  la

composici6n de las soluciones ver Tabla 1). La liberaci6n de calcio se inici6 mezclando

en el espectrofot6metro de flujo detenido 10 volinenes de la soluci6n I con un volumen

de la soluci6n de liberaci6n (soluci6n 11). Las concentraciones de Mgc12 y ATP2- de las

soluciones I y 11 se variaron de acuerdo a la Tabla 2 para obtener [Mg2+] libre requerida

en cada experimento.

La constante de velocidad de liberaci6n Q{) para cada experimento se determin6

a partir de la liberaci6n fapida inicial de calcio. La apertura transitoria de los canales

RyR provoca un rapido flujo de Ca2+ a favor de su gradiente de concentraci6n. Mientras

los canales esten abiertos, esta liberaci6n no es contrarrestada por la bomba de calcio, 1a

Ca-ATpasa, ya que 6sta tiene un flujo para calcio  1000 veces menor que la del canal

RyR. Ademas, un requerimiento indispensable para la actividad de la bomba es un nivel

de  calcio  prM  (Inesi,  1985).  Esta  concentraci6n  s61o  se  alcanza  rna  vez  que  se  ha

producido la liberaci6n inicial a trav6s de los canales RyR. Por lo tanto, al inicio de la

liberaci6n,  cuando  la mayon'a de los canales  estin abiertos,  s6lo  se obtendra un flujo

neto de salida que practicamente no esta siendo mermado por la bomba reticular.

Experimentos con ves{culas sin calsecuestrina.. La;s vestouliTs, "ativa.s, corlitch o

sin calsecuestrina, (0,4 mg/mL) se cargaron activamente con calcio durante 3 minutos a

25 °C en soluci6n Ill. Luego, 1a soluci6n Ill se mezcl6 (1 : 1) en el espectrofot6metro de

flujo detenido con rna soluci6n de liberaci6n (soluci6n IV).
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Incubaci6n de las vesiculas de RS con reactivos redoix

Las  proteinas  vesiculares   que  contienen  grupos   SH  reactivos   se  oxidaron

incubando las vesfculas de RS diluidas a 0,2 mg/inL en la soluci6n de captaci6n, durante

5  minutos  a 37  °C  (o  en la condici6n especificada en la leyenda de las  Figuras)  con

diferentes concentraciones de glutati6n nitrosilado (GS-NO) o timerosal. EI GS-NO se

prepar6  mezclando  (1:1)  glutati6n  en  su  forma  oxidada  0,1  M  con NaN02  0,2  M  e

incubando esta mezcla a 4 °C durante  15  minutes.  La reducci6n de los grupos  SH se

realiz6  incubando  las  triadas  con  distintas  concentraciones  de  glutati6n  en  su  forma

reducida (GSH) en las mismas condiciones utilizadas para la oxidaci6n.

Determinaci6n de la acumulaci6n de calcio vesicular

Para medir  la  cantidad  de  calcio  activamente  acumulada por  las  vesfculas  en

diferentes  condiciones  experimentales,  se  filtraron  las  vesiculas  activamente  cargadas

con calcio de acuerdo a lo descrito anteriormente, excepto que. Ia\ soluci6n de captaci6n

conteuta  cantidades  trazas  de  45Cac12  (actividad  especifica  5-10  mci/mmol).   Las

vesiculas se filtraron a trav6s de filtros Millipore (AA 0,8 L[m) bajo vacio, en diferentes

tiempos  despu6s  de  iniciada  la  captaci6n.  El  filtrado  se  colect6  y  se  determine  su

radioactividad   en   un   contador   de   centelleo   lfquido.   La   radioactividad   asociada

inespecificamente a los filtros fue memos del 4°/o del total de la radioactividad presente.

Carga pasiva de calcto al equilibrio

Las vesiculas de RS  (0,6 mg/mL)  se incubaron en la soluci6n de carga pasiva

(soluci6n  (11)).  Las  vesiculas  se  incubaron  durante  2  horas  a temperatura  ambiente,
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tiempo al cual alcanzan el equilibrio con las concentraciones presentes en el medio de

incubaci6n (Donoso y cols.,  1995). Posteriormente,  50  ILL de la soluci6n que contenia

las vesfculas se diluy6 en  1  mL de la misma soluci6n de carga pasiva pero sin calcio

radioactivo y se filtr6 a trav6s de filtros Millipore (AA 0,8  prm). Los filtros se lavaron

con 5 mL de soluci6n de carga pasiva no radioactiva y su radioactividad se determin6 en

un contador de centelleo liquido.

Medictones de [Cal+] libre

La  concentraci6n  de  Ca2+  1ibre  de  las  soluciones  que  no  contem'an  Mg2+  se

determin6 con un electrodo de calcio (Orion, Beverly, MA). Para calibrar el electrodo se

utiliz6 un kit comercial estindar (WPI, Sarasota, FL). La concentraci6n de Ca2+ libre de

las  soluciones  que  contem'an  Ca2+ y Mg2+  se  determin6  con  Calcium  Green-2  o  con

Fluo-5N.  Los  valores  de  las  KD  para  Ca2+  de  cada  indicador  se  deteminaron  con

distintas concentraciones de calcio tamponadas con EGTA o HEDTA en la soluci6n (9)

a 22 °C. En estas condiciones experimentales, la KD para calcio de Calciuni Green-2 fue

401,7 ± 29,7 nM y en presencia de vesiculas (0,2 mg/mL) fue de 357,6 ± 18,6 nM (ver

Figura 1). La KD para Fluo-5N fue de 88,6 ± 6,2 HM y en presencia de vesiculas (0,2

mg/mL) cambi6 a 83,9 ± 7,7 LiM. Para cada experimento se cuantific6 la fluorescencia

mckima y la fluorescencia mhima mediante la adici6n de Ca2+ 1 mM y luego EGTA 2

mM, respectivamente. La concentraci6n de calcio libre se calcul6 a partir de la ecuaci6n:

[Ca2+]iibre = KD a - Fmin)/(Fmax - F)9
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FIGURA 1.

Determinaci6n de la KD para calcio del indicador fluorescente de calcio Calcium

Green-2.

La emisi6n fluorescente de  Calcium Green-2  se registr6  a 531  nm excitando  con rna

longitud  de  onda  de  504  nm.  Las  soluciones  contem'an  Calcium  Green-2  90  nM  y

distintas [Ca2+] libre en Mops-Tris 20 mM, pH 7,2, Kcl 0,1 M, en presencia de vesfculas

de RS 0,2 mg/mL (triingulos vacios) o en la ausencia de proteina (cundrados llenos). La

raz6n absoluta Fmaxffmin fue de 10,44 en ausencia de vesiculas y de 8,15 en presencia de

vesiculas.





donde F corresponde a la intensidad de fluorescencia medida en una longitud de onda

tinica,   KD   es   la   constante   de   disociaci6n   del   indicador   de   calcio,   Fmck   y   Fmin

corresponden a las intensidades de fluorescencia mckima y mhima, respectivanente.

La adici6n de  cafeina  3,8  a 4 mM  disminuy6  en un  10%  1a fluorescencia de

Calciuni  Green-2.  Con  cafeina  10  mM  la fluorescencia  disminuy6  en  15%  y  con  la

adici6n de cafeina 1 y 2 mM la fluorescencia baj6 en 3% y 5%, respectivamente. Esto se

consider6  al  calcular  los  canbios  en  [Ca2+]  1ibre  extravesicular  en  la  presencia  de

cifeina.

Mediciones de Fluorescencia Intrinseca

Para  las   mediciones   de   fluorescencia  intrl'nseca  en   estado   estacionario   se

registraron espectros de fluorescencia de  emisi6n a 22  °C en un espectrofot6metro  de

fluorescencia Fluoro Max-2. La longitud de onda de excitaci6n fue de 295 nm. El ancho

de banda de los monocromadores de excitaci6n y de emisi6n fue de 5 nm. Para evitar la

precipitaci6n  de  la  calsecuestrina  al  unir  calcio,  la  concentraci6n  de  la  proteina  en

soluci6n  se  mantuvo  siempre  <  30  pug/mL.  Para las vesiculas  de  RS  euriquecidas  en

triadas y vesiculas de RS longitudinal se utiliz6 la concentraci6n de proteinas indicada

en la leyenda de las Figuras. Todos los espectros se registraron en rna soluci6n (9) que

ademas contenia la concentraci6n de Ca2+ o de EGTA indicadas.

31



Mediciones cin6tlcas de la disociaci6n del calcio unido a calsecuestrina en soluci6n o

asociada a membra[nas

Las   mediciones   cin6ticas   asociadas   a   la   disociaci6n   del   calcio   unido   a

calsecuestrina se realizaron en un espectrofot6metro de fluorescencia de flujo detenido,

modelo SF.17rv.

Ccr/seczfesfrz.77cz    e#    so/2jcz.672..    La   calsecuestrina   purificada    desde    mdsculo

esqueletico  de  conejo  se diluy6  a  110  pug/mL en soluci6n V y se mezcl6  (10:1)  en el

espectrofot6metro  con soluci6n VI.  En estas condiciones se calcul6 rna [Ca2+I  inicial

total de 867 HM, siendo [Ca2+I libre de 300 nM.

Ccz/sec#estrz.73cr  czfocz.crc7cr  cz  7"ez"arcr77czLr..  Las  JFM  o  JFM-Cs  (3,3  mg/inL)  que

fueron dializadas en Cac12, segtin se describi6 previamente, y que estaban contenidas en

rna soluci6n VII, se mezclaron (1 : 10) en el espectrofot6metro con la soluci6n VIII.

Despu6s  de  un  tiempo  muerto  de  1-1,5  ms,  los  cambios  en  [Ca2+]  1ibre  se

midieron usando rna longitud de onda de excitaci6n de 506 nm y un flltro de paso largo

que  corta  la  luz  de  emisi6n  en  530  nm  (Oriel,  Stratford,  CT).  Los  cambios  en  la

fluorescencia intrinseca se midieron utilizando rna longitud de onda de excitaci6n de

295  nm  y  un  filtro  que  corta  en  320  nm.  Todos  estos  experimentos  se  realizaron  a

temperatura ambiente (25 °C en promedio).

Materiales

Todos  los  reactivos  utilizados  fueron  de  grado  analitico.  Calcium  Green-2  y

Fluo-5N  fueron  obenidos  de  Molecular  Probes,  Inc.   (Eugene,  OR).  Trit6n  X-100
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Hidrogenado se obtuvo de Calbiochem-Novabiochem Corporation (La Jolla, CA). Todos

los demas reactivos fueron adquiridos en SIGMA Chemical Co. (St. Louis, MO).



RESULTADOS

I.   LIBERACION DE CALCI0 DESDE VESICULAS DE RETICULO

SARCOPLASMATIC0 DE MUSCUL0 ESQUELETICO DE CONEJO

Como  se  describe  en detalle  en la secci6n de Materiales  y M6todos,  para los

estudios  de  liberaci6n de  calcio  las  vesfculas  de retfculo  sarcoplasmatico  de mtisculo

esquel6tico de conejo se cargaron activanente con Ca2+ por medio de la Ca-ATpasa, la

bomba de  Ca2+  del  reticulo.  La captaci6n  se  inici6  con la adici6n  de  Mg-ATP  a las

vesfculas en soluci6n. Los experimentos se realizaron en celdas de espectrofluorinetro y

los cambios de la concentraci6n extravesicular de calcio se detectaron con un indicador

de calcio en un espectrofluorinetro FluoroMax-2.

I.1.     Cafeina      produce   una   liberaci6n   transitoria   de   calcio   seguida   por

oscilaciones.

La adici6n de Mg-ATP 0,26 mM ([Mg2+] 1ibre = 0,1 mM) a las vesiculas de RS

(0,2 mg/mL) provoc6 rna rapida captaci6n del Ca2+ (Figuras 2A y 28). La fluorescencia

de  los  indicadores  de  calcio  del  medio  extravesicular,  Calcium  Green-2  y  Fluo-5N

disminuy6 a niveles de [Ca2+]iibre que corresponden a aproximadamente 100 nM en 73,5

segundos. Este nivel de calcio se calcul6 a partir del valor de KD de Calcium Green-2, y

de  los  valores  de  fluorescencia  mckima  y  fluorescencia  mhima  (Ver  Materiales  y

M6todos).   Al  medir  el  calcio   extravesicular  con  Fluo-5N  se   observ6  rna  rapida
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FIGURA 2.

Liberaci6n de calcio inducida por cafeina desde vesiculas de RS de conejo.

La captaci6n de calcio se inici6 por la adici6n de Mgc12 0,36 mM mas ATP 0,45 mM

([Mg2+] libre = 0,1 mM) en el tiempo indicado con las flechas. La liberaci6n de calcio se

indujo por la adici6n de cafeina 3,8 mM 3 minutos despu5s de la adici6n de Mg-ATP.

Loscambiosde[Ca2+]libreextravesicularsemidieronconCalciunGreen-2toanelA)o

con Fluo 5N ®anel a). En el eje OY se indica la escala de calcio obtenida a partir de los

valores de KD de  Calcium Green-2 y Fluo  5-N,  que se utilizaron para calcular  [Ca2+]

bajas (S 5  LIM) y altas (2 5  HM), respectivamente. TL:  duraci6n del primer evento de

liberaci6n de calcio.
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captaci6n inicial de calcio, 1uego de la adici6n de Mg-ATP (Figura 28),  lo  que no  se

observ6  con el indicador Calcium Green-2  (Figura 2A),  indicando  que  este  colorante

esta practicamente saturado en el momento que se inicia la captaci6n, donde el nivel de

calcio es de aproximadamente 25 LLM. Este nivel de calcio fue medido con un electrodo

de calcio y ademas se  calcul6  a partir del valor de KD de Fluo-5N (Vcr Materiales y

M5todos). El indicador Fluo-5N fue memos efectivo que Calciuln Green-2 en medir las

concentraciones   de  calcio   bajas,   en  concordancia  con  sus  respectivos  valores   de

constante de disociaci6n (83,9 prM   para Fluo-5N y 357,6 nM para Calcium Green-2).

En estas condiciones experimentales, las vesfculas acumularon en promedio entre  100-

130 nmoles de calcio por mg de proteina.

La adici6n de cafeina, 1uego de 3 minutos del inicio de la captaci6n y cuando el

calcio  extravesicular era  100 nM, indujo una ripida y transitoria liberaci6n del calcio

acumulado. Al medir el calcio extravesicular con Fluo-5N, qued6 de manifiesto que s61o

se liber6 una fracci6n del calcio acumulado por las vesfculas, provocando un aumento

del calcio extravesicular hasta 8-9 prM. Esto indica que lag vesiculas liberaron entre 40 y

45  nmoles de  calcio por mg de proteina, lo  que fue confirmado  con experimentos de

filtraci6n en vesiculas cargadas con 45Ca2+.

Luego del rapido aumento inicial del calcio extravesicular se observ6 rna lenta

disminuci6n del calcio extravesicular, lo que indica un flujo neto de entrada de calcio a

las vesiculas. A los 4 minutos luego de la adici6n de cafeina, el calcio libre vuelve al

nivel basal de  100 nM.  Este primer evento  de liberaci6n se denomin6  TL (ver Figura

2A).
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Luego del primer evento transitorio de liberaci6n y en la presencia constante de

cafeina, se observaron eventos oscilatorios de liberaci6n de calcio que duraron todo el

tiempo  del  registro,  los  que  fueron  aumentando  en  frecuencia  y  disminuyendo  en

amplitud. La cantidad de calcio liberada en cada oscilaci6n fue siempre mss baja que la

del primer evento transitorio de liberaci6n y alcanz6 un nivel de calcio no mayor que 1

LLM.

I. 2.     Efecto de [Mg2+I libre y  [Mg-ATP]  en la liberaci6n de calcio inducida por

cafeina.

Se  realizaron  experimentos  para  investigar  si  cambiando  las  concentraciones

tanto de Mg2+ 1ibre como de Mg-ATP se modifica la liberaci6n de calcio inducida por

cafefna  descrita  anteriormente.  En  estos  experimentos  se  mantuvo  cuidadosanente

constante  la concentraci6n de ATP2- libre  en el rango  de  0,14  a 0,16  mM,  ya que  el

ATP2-por  si  mismo  estimula la liberaci6n  de  calcio  (Meissner,  1984;  Smith y  cols.

1986) y las oscilaciones de calcio (Wyskovsky,1994).

Los experimentos se realizaron en el rango de [Mg-ATP] desde 0,12 mM a 5,82

inM que corresponden a [Mg2+] libre de 0,05 mM a 2,5 mM (Tabla 2). Como se ilustra

en los cuatro registros mostrados en la Figura 3, el aumento de [Mg2+] libre y [Mg-ATP]

aceler6 1a captaci6n de calcio, disminuy6 tanto TL como la cantidad de calcio liberada

por cafefna y produjo un cambio en la subsecuente respuesta oscilatoria.

En los registros de los paneles A,  C y D de la Figura 3,  al finalizar el primer

evento   de  liberaci6n  transitorio   inducido  por  la  adici6n  de  cafeina,   el  nivel   de

fluorescencia es menor que antes de la adici6n de cafefna. Este efecto puede ser causa
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Tabla 2

Concentraciones de Mg2+, ATP2- y Mg-ATP utilizadas
en los experimentos de liberaci6n de calcio

[Mg2| libre [ATP2| libre [Mg-ATP] [Mg2+] total [ATP2-] total
mM mM mM mM mM

calculado calculado calculado agregado agregado

0,05 0,147 0,12 0,17 0,3

0,1 0,156 0,26 0,36 0,45

0,5 0,157 1,31 1,81 1,5

1,0 0,14 2,33 3,33 2,5

2,5 0,14 5,82 8,33 6,0

1,27 0,22 4,72 6,0 5,0



FIGURA 3.

Efecto de [Mg2+I Iibre y [Mg-ATP] en la liberaci6n de calcio inducida por cafeina.

Los  cambios  de  [Ca2+]  1ibre  extravesicular  se  midieron  con  Calcium  Green-2.  La

captaci6n de calcio se inici6 por la adici6n de Mg-ATP en los tiempos indicados por las

flechas. Luego de 2 minutos de iniciada la captaci6n, se indujo la liberaci6n de calcio

con la adici6n de cafeina 3,8 mM. En los paneles se indican las concentraciones de Mg2+

libre y Mg-ATP utilizadas en cada experimento.
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FIGURA 4.

Efecto  de  [M£+I  libre y  [Mg-ATP]  sobre  el  tiempo  de liberaci6n  de  calcio  (TL)

inducido por cafeina.

Los  datos  se tomaron de experimentos  como  los ilustrados en la Figura 3.  Para cada

[Mg2+] libre y [Mg-ATP] (inserto) se midi6 1a duraci6n del primer evento de liberaci6n

(TL) inducido por cafeina 3,8 mM.





del  gc#7zcfez.ng  de  cafeina  que  resulta  evidente  s61o  en  algunos  registros,  cuando  se

produce  rna  mayor  captaci6n  del  calcio  extravesicular.  En  algunos  experimentos  o

durante el tanscurso de ellos, la fluorescencia disminuy6 hasta niveles que equivalen a

Ca2+ 200  nM y  en otros  casos  alcanz6  concentraciones menores  (hasta  100  nM).  En

otros registros mostrados mss adelante, se observa tanbi6n que no siempre se llega a un

mismo nivel de fluorescencia basal. No obstante, esto no afecta el nivel de calcio, puesto

que para calcular [Ca2+]iibre de cada experimento, se consider6 el g#e77cfez.7gg de cafeina y

las sefiales de fluorescencia mckima y mi'nima (vcr Materiales y M6todos).

Los cambios que se observan en la Figura 3 en el valor de TL, 1uego de la adici6n

de  cafeina,  podrian  ser producto  del  aunento  de  [Mg2+]  libre,  como  se  ilustra en  la

Figura 4 o del aumento de pug-ATP], como se muestra en el inserto de la Figura 4. Para

separar ambos efectos, se realiz6 una serie de experimentos manteniendo relativanente

constante [Mg2+]  libre y [ATP2-]  1ibre y aumentando  [Mg-ATP]  desde 0,26 a 0,60 mM

(Tabla  3).  Si  la  disminuci6n  de  TL  se  debiera  al  aumento  de  [Mg-ATP],  los  datos

experimentales  mostrarian rna  disminuci6n  de  TL.  Sin  embargo,  ante  el  aumento  de

[Mg-ATP], el TL se mantuvo relativamente constante e incluso tendi6 a aumentar. Estos

resultados  indican que la disminuci6n de los valores  de TL observados  en la serie  de

experimentos mostrados en la Figura 3  se deben probablemente al aumento de  [Mg2+]

libre y no al aumento de [Mg-ATP]. El aumento de [Mg2+] libre desde 0,05 mM a 2,5

mM produjo rna disminuci6n de TL de 25 veces, desde 460 a 18,5 s. La reducci6n mas

pronunciada se observ6 cuando [Mg2+] libre aument6 desde 0,05 a 0,5 mM (Figura 4).

En la Figura 3 se observa tanbi5n que con el aunento de [Mg2+] 1ibre se inhibe

la  subsecuente  respuesta  oscilatoria  a  cafeina.  Con  [Mg2+]  libre  1,0  mM  ya  se  ha
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Tabla 3

Tiempo de liberaci6n TL medido en diferentes concentraciones de Mg-ATP

[Mg-ATP] [Mg2+] libre [ATP2-I 1ibre TL experimental . TL esperado*
mM mM mM S S

0,26 0,10 0,16 197 ± 12 209

0,39 0,12 0,20 174 ± 12 139

0,43 0,11 0,24 261 ± 35 126

0,60 0,12 0,30 241 ± 14 91

*  Los valores  esperados  de TL fueron obtenidos  del  ajuste  de regresi6n no  lineal  a rna
ecuaci6n hiperb61ica de los datos del inserto de la Figura 4.

• Los datos de TL experimental representan los valores promedio de dos determinaciones.



inhibido  completamente  esta respuesta. En otras preparaciones vesiculares  se necesit6

mayor  [Mg2+]  libre para detener las  oscilaciones,  pero  en todos  los  casos  con  [Mg2+I

1ibre 2,5 mM el comportamiento oscilatorio fue completanente inhibido.

I.3.     AMP-PNP  produce  una  liberaci6n  de  calcio  transitoria  con  un  patr6n

oscilatorio poco frecuente.

Al  inducir la liberaci6n de  calcio  con otro  agonista del  canal,  AMP-PNP  (5'-

adenililimidodifosfato), un analogo no hidrolizable de ATP2-, tanbi6n se  observ6  una

liberaci6n transitoria de calcio, como se muestra en los registros ilustrados en la Figura

5.  A vesfculas  cargadas  con Mg-ATP  2,3  mM  ([Mg2|  1ibre=1,0  mM)  se  les  agreg6

AMP-PNP  1,4 mM, lo que baj6  [Mg2+] libre desde  1,0 mM a 0,26 mM (Figura 5A) e

indujo rna liberaci6n rapida y transitoria de calcio con un TL de 184 s.

La disminuci6n de [Mg2+] 1ibre al inducir la liberaci6n de calcio con AMP-PNP,

produjo un aumento  sobre TL similar al observado con cafeina.  En vesiculas cargadas

con Mg-ATP  1,31  mM,  la adici6n  de  AMP-PNP  a la  soluci6n  extravesicular redujo

[Mg2+] 1ibre desde 0,5 a 0,101 mM y produjo un evento de liberaci6n con un TL mayor

que el observado en la condici6n anterior, con un valor de 850 s (Figura 58). Cuando se

indujo la liberaci6n con AMP-PNP en la presencia de [Mg2+] libre 0,016 mM, el valor

de TL fue mucho mas prolongado y se extendi6 a  mas de 2400 s (Figura 5C).

La adici6n de AMP-PNP tambi6n provoc6 rna respuesta oscilatoria. En la Figura

5A se observa que el primer evento de liberaci6n transitorio fue seguido de un evento

oscilatorio   de  menor  amplitud.   A  vesiculas   cargadas   en  las   mismas   condiciones

anteriores se les agreg6 AMP-PNP 0,7 mM (Figura 5D) 1o que baj6 [Mg2+] 1ibre desde
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FIGURA ,5.

Liberaci6n de calcio inducida por AMP-PNP en distintas [Mg2+I Iibre.

Los  cambios  de  [Ca2|  1ibre  extravesicular  se  midieron  con  Calcium  Green-2.  La

captaci6n de calcio se inici6 por la adici6n de Mg-ATP 2,33 mM ®aneles A y D); 6 Mg-

ATP  1,31 mM ®anel 8); 6 Mg-ATP 0,26 mM ®anel C), en los tiempos indicados por

las  flechas.  La  liberaci6n  de  calcio  se  indujo  con  la  adici6n  de  AMP-PNP  1,4  mM

®aneles A, a y C) 6 0,7 mM ®anel D). En cada panel se indican las concentraciones de
Mg2+ libre antes y despu6s de la adici6n de AMP-PNP.
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1,0 mM a 0,5 mM e indujo rna liberaci6n rapida y transitoria de calcio que fmaliz6 a los

129,5 s. En estas condiciones no se observ6 un patr6n oscilatorio de liberaci6n de calcio

en todo  el tiempo  que dur6  el registro.  En general,  el  comportaniento  de  liberaci6n

oscilatorio producido por AMP-PNP fue inhibido con [Mg2+]  1ibre i 0,5  mM y < 0,1

mM y tuvo rna frecuencia mucho mas baja que la observada con cafeina.

I. 4.      Oscilaciones espontfneas de liberaci6n de calcio

Como se muestra en la Figura 6A, 1as vesiculas acuniularon activanente el calcio

luego  de la adici6n de Mg-ATP  0,26 mM ([Mg2+]  1ibre = 0,1  mM) hasta un nivel de

[Ca2+]   libre   extravesicular  de   0,1   prM.   Posteriormente,   se  produjeron  liberaciones

espontineas  de  calcio  elevando   [Ca2+]  libre  extravesicular  hasta  1-2  LLM  con  rna

frecuencia    inicial    de    1,2    oscilaciones/minuto,    la   que    luego    aument6    a   2,2

oscilaciones/minuto   para  finalmente   retomar   a   la  frecuencia  inicial.   Este   patr6n

oscilatorio  de  liberaci6n  espontinea  se  observ6  s6lo  en  algunas  preparaciones  y  en

[Mg2+] |ibre entre 0,1 y 0,5 mM.

En  la  Figura  68  se  muestra  que  luego  de  la  adici6n  de  Mg-ATP  1,31  mM

([Mg2+]  libre  =  0,5  mM)  1as  vesiculas  acunularon  calcio  bajando  la  [Ca2+]  libre

extravesicular hasta 0,1  HM y luego se produjeron las oscilaciones espontineas con rna

frecuencia  de  1,04/minuto.  La  adici6n  de  cafeina  entre  las  oscilaciones  produjo  un

primer evento de liberaci6n de duraci6n diez veces mayor que los eventos de liberaci6n

espontinea previos. Este primer episodio de liberaci6n inducido por cafeina fue seguido

por oscilaciones con rna amplitud menor pero de mayor frecuencia (1,4/minuto) que las

observadas antes de la adici6n de cafeina.
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FIGURA 6.

Liberaciones espontaneas de calcio con un patron oscilatorio.

La captaci6n de calcio se inici6 con la adici6n de Mg-ATP 0,26 mM ®anel A) o Mg-

ATP  1,31  mM toanel 8) y los cambios de  [Ca2+]  libre extravesicular se midieron con

Calcium Green-2. En los paneles se indica [Mg2+] 1ibre de cada experimento. Pfl!#cJ A..

Se indujo liberaci6n de calcio con cafeina 3,8 mM en el tiempo indicado por la flecha.



[M92+]„bre = 0,1  mM

[M92+]«bre = 0,5 mM



I. 5.     El  aumento  del  contenido  de  calcio  luminal  no  anula  el  comportamiento

oscilatorio de las vesiculas.

Para probar si la disminuci6n del contenido de calcio luminal que ocurre durante

la liberaci6n de calcio fue responsable de la respuesta transitoria y oscilatoria del canal,

las vesfculas  de  RS  se  cargaron con calcio por sucesivas  adiciones  de  Cac12.  En los

experimentos ilustrados en la Figura 7, las vesiculas se cargaron activanente con calcio

por la adici6n de Mg-ATP  0,26 mM ([Mg2+]  libre = 0,1  mM).  Luego que  [Ca2+]  1ibre

extravesicular baj6 a 0,2 prM, se agreg6 Cac12 en alfcuotas sucesivas de 125 nmoles cada

rna.  Los  cambios  de  [Ca2|  1ibre  extravesicular  se  midieron  con  Calcium  Green-2

(Figura 7A) o con Fluo-5N Gigura 78). Despu6s de cada adici6n de calcio, las vesiculas

acumularon todo el calcio agregado y [Ca2+] libre extema baj6 a 0,1-0,2 LiM. Luego de

cuatro adiciones, las vesfculas acumularon 1000 nmoles de calcio por mg de proteina. La

adici6n de cafeina a estas vesfculas cargadas con un alto nivel de calcio indujo un evento

transitorio de liberaci6n de calcio que aument6 la [Ca2+] libre extravesicular a 10 L[M; es

decir, que la cafeina liber6 s6lo 50 nmoles de calcio por mg de proteina, una mhima

fracci6n del  contenido  total  de  calcio  vesicular.  La posterior  adici6n  del  ion6foro  de

calcio A23187 produjo rna masiva liberaci6n del calcio, que fue mas evidente cuando se

us6  Fluo  5N,  confirmando  que  las  vesiculas  realmente  habfan  acumulado  grandes

cantidades de calcio. En rna serie similar de experimentos las vesiculas se cargaron con

Mg-ATP  1,31  mM ([Mg2+] 1ibre = 0,5 mM) en presencia de Calcium Green-2 (Figura

8A) o de Fluo 5N (Figura 88). Luego de la adici6n de dos alicuotas sucesivas de  125

nmoles de Cac12, las vesfculas acumularon 500 nmoles de calcio por mg de proteina. La

adici6n de cafeina produjo un primer evento transitorio de liberaci6n de calcio que fue
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FIGURA 7.

Efecto  del  aumento  del  contenido  de  calcio  luminal  en  la  liberaci6n  de  calcio

inducida por cafeina.

Los cambios de [Ca2| libre extravesicular se midieron con Calcium Green-2 ®anel A) o

con Fluo 5N ®anel 8). A vesiculas activamente cargadas con calcio ([Mg2+] libre = 0,1

mM;  [Mg-ATP]  = 0,26 mM) se agreg6 Cac12 en 4 alfcuotas sucesivas de  125 nmoles

cada rna. En los tiempos indicados por las flechas se agreg6 cafeina 3,8 mM y A23187

1,9  LIM.





FIGURA 8.

Efecto  del aumento  del  contenido  de  calcio  luminal  en las  oscilaciones  de calcio

inducidas por cafeina.

Los cambios de [Ca2| 1ibre extravesicular se midieron con Calcium Green-2 ®anel A) o

con Fluo 5N ®anel 8). A vesiculas activamente cargadas con calcio ([Mg2+] 1ibre = 0,5

inM;  [Mg-ATP]  =  1,31  mM) se agreg6 Cac12 en 2 alicuotas sucesivas de  125 nmoles

cada rna. En los tiempos indicados por las flechas se agreg6 cafefna 3,8 mM.





seguido por oscilaciones de menor amplitud. Estos resultados muestran que las vesiculas

muy cargadas con calcio tambi6n tienen la respuesta oscilatoria observada en vesiculas

con contenidos mas bajos de calcio luminal. Ademas, indican que ni el primer evento

transitorio  de  liberaci6n  inducido  por  cafeina,  ni  la  subsecuente  respuesta  oscilatoria

observada en la continua presencia de cafeina, pueden ser atribuidos a la disminuci6n

del contenido luminal de calcio del RS.

I. 6.     Efectos de la concentraci6n de cafeina en la liberaci6n de calcio

Se realizaron una serie de experimentos utilizando diferentes concentraciones de

cafefna y concentraciones constantes de Mg-ATP y Mg2+ libre ([Mg-ATP] = 1,3 1 mM y

[Mg2+]  libre  =  0,5  mM).  En los  experimentos  ilustrados  en  la Figura  9,  luego  de  la

adici6n de Mg-ATP las vesfculas captaron calcio con rna velocidad promedio de 74,7

nmol/(mg x min) hasta que  [Ca2+]  extravesicular disminuy6 a 0,21  HM. La adici6n de

0,1  mM de  cafeina (Figura 9A) produjo un primer evento  de  liberaci6n pequefio  que

finaliz6   en  unos  pocos   segundos   (TL  =   9,5   s),   sin  oscilaciones  posteriores.   Un

comportamiento similar se observ6 luego de la adici6n de 0,25 mM de cafeina (datos no

mostrados).  Al aumentar la concentraci6n de cafeina a 0,5 mM se produjo un primer

evento  de  liberaci6n  de  mayor  duraci6n,  seguido  por  oscilaciones  (Figura  98).  Una

concentraci6n de cafeina de 4 mM produjo un primer evento de liberaci6n de mayor

amplitud y mayor duraci6n que fue seguido por oscilaciones regulares (Figura 9C). Con

la adici6n de cafeina 6 mM, aument6 moderadamente el valor de TL y produjo un patr6n

oscilatorio  irregular  (Figura  9D).  Al  aumentar  la  cafeina  a  8  mM  se  produjo  rna

respuesta  similar  a  la  observada  con  cafeina  6  mM  pero  con un  TL  un poco  mayor
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FIGURA 9.

Efecto  del  aumento  de  la  concentraci6n  de  cafeina  en  la  liberaci6n  de  calcio

inducida por cafeina.

Todos  los  experimentos  se realizaron en  [Mg2+]  libre = 0,5  mM y  [Mg-ATP]  =  1,31

mM. En cada panel se sefiala la concentraci6n de cafeina que se agreg6 en los tiempos

indicados por las flechas.  Los cambios  de  [Ca2+]  libre extravesicular se midieron con

Calcium Green-2.





seguido  de  oscilaciones  irregulares  (datos  no  mostrados).  Con  concentraciones  aun

mayores de cafeina (12 y 16 mM) TL aument6 aun mas y no se observaron oscilaciones

(datos no mostrados).

La cafefna a rna concentraci6n de 6 mM ya inhibe la bomba de calcio del RS

(Allen  y  Westerblad,  1995),  lo  que  podria  afectar  el  valor  de  TL.  Considerando  el

intervalo  de concentraciones entre 0,1  y 6 mM,  el incremento  de  la concentraci6n de

cafeina aument6 el TL, como se muestra en la Figura 10, modific6 el comportamiento

oscilatorio  y  tambi6n  aument6  la  cantidad  neta  de  calcio  liberada.  Se  observ6  una

respuesta similar en tres distintas preparaciones probadas.

I. 7.      Cin6tica de la liberaci6n de calcio inducida por cafeina

Para determinar las velocidades iniciales de la liberaci6n de calcio inducida por

cafeina,  se  realizaron  experimentos  en  un  fluorimetro  de  flujo  detenido.  Con  este

fluorfmetro es posible medir los canbios de fluorescencia en tiempos de milisegundos y

tambi6n en tiempos largos (segundos a minutes).

En  esta  serie  de  experimentos  se  indujo  la  liberaci6n  de  calcio  con  distintas

concentraciones de cafeina a distintas [Mg2+] libre, mezclando las vesfculas activamente

cargadas en presencia de Mg-ATP con la soluci6n de liberaci6n que contem'a cafeina. En

las Figuras  llA a  llH se muestran registros de experimentos que fueron colectados a

diferentes  tiempos  luego  de  la  mezcla  inicial.  La  liberaci6n  de  calcio  fue  inducida

mezclando  10:1  las vesiculas cargadas con calcio en la soluci6n I (ver Tabla  1) con la

soluci6n  de  liberaci6n  que  contem'a  cafeina  (soluci6n  11).  Luego  de  la  mezcla,  la

soluci6n extravesicular comprendfa [Mg2+] 1ibre 0,5 mM, cafeina 3,8 mM en Mops-Tris
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FIGURA 10.

Efecto de la concentraci6n de cafeina sobre el tien|po de liberaci6n de calcio (TL).

Los datos se tomaron de experimentos realizados de acuerdo a los indicados en la Figura

9.  Estos valores  se  ajustaron a una funci6n hiperb61ica (Y =  Tmck*X/(Kd+X))  lo  que

predice rna duraci6n maxima del tiempo de liberaci6n de 604,9 s y rna concentraci6n de
cafeina de 8,5 mM para alcanzar la mitad del tiempo mckimo.
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FIGURA 11.

Registros cin6ticos de la liberaci6n de calcio inducida por cafeina obtenidos desde

un espectrofluorimetro de flujo detenido.

Los registros (A a H) se obtuvieron mezclando 10: 1 la soluci6n I (que contenia veslculas

de RS  0,2 mg/mL, Mg2+ libre  0,5  mM)  con la soluci6n 11  (que  contenia cafefna 41,8

mM;  Mg2+  1ibre  0,5  mM)  y  se  registraron  durante  distintos  tiempos.  Las  vesiculas

presentes en la soluci6n I se cargaron activamente con calcio durante 3 minutos antes de

comenzar cada experimento. El cambio de [Ca2+] libre del medio extravesicular se midi6

con Calciuni Green-2 presente en la soluci6n I. Se calcul6 la constante de velocidad de

liberaci6n  de  calcio  en  el  transcurso  de  la  liberaci6n  inicial  de  calcio,  antes  que

comience a disminuir la sefial. El aumento de la sefial de fluorescencia en el panel D se

ajust6 a rna exponencial simple dando un valor de k = 28,2 ±  1,01  s-I. Al ajustar esta

sefial  de  fluorescencia  a  los  500  milisegundos  ®anel  8)  o  al  segundo  ®anel  C)  de

iniciada la liberaci6n de calcio, se obtuvo el mismo valor de k.





20  mM,  pH  7,2,  pca  6,7., El  cambio  de  la sefial  de  calcio  fue  medido  con  Calcium

Green-2 presente en el medio extravesicular.  En las Figuras  llA a  llE  se observa el

rapido aunento de la fluorescencia que indica la fapida liberaci6n del calcio acumulado

en  las  vesiculas  inducida  por  cafefna.  Esta  liberaci6n  rapida  dura  por  lo  memos  5

segundos  (ver  Figuras   llE  y   llF)  antes  de  que  comience  a  disminuir  el  calcio

extravesicular producto de la disminuci6n de la liberaci6n de calcio mientras persiste la

captaci6n.  A los  130  s  ya se ha  completado  el primer  evento  de  liberaci6n  como  lo

muestra la Figura  llG y luego  suceden las  oscilaciones  espontineas de liberaci6n de

calcio (Figura llH), las que tienen una duraci6n promedio de 74 s.

En este experimento, a los 2 segundos de iniciada la liberaci6n de calcio ®anel

D), el aunento de la sefial de fluorescencia se ajust6 a una exponencial simple dando un

valor de k = 28,2 ± 1,01 s-I. Al ajustar esta sefial de fluorescencia a los 500 milisegundos

toanel 8) o al segundo ®anel C) de iniciada la liberaci6n de calcio, se obtuvo el mismo

valor de k.

En la Figura 12 se muestra el efecto de varias [Mg2+] libre sobre la liberaci6n de

calcio inducida por distintas concentraciones de cafeina. En cada experimento se calcul6

el valor de la constante de velocidad de liberaci6n (k) segiin se indic6 anteriormente. En

todas  las  concentraciones  de  Mg2+  libre  probadas,  al  aumentar  la  concentraci6n  de

cafeina aunent6 el valor de k. Esta constante de liberaci6n tambi6n fue dependiente de

[Mg2|.

Cada serie de datos se ajust6 a rna funci6n de Hill de dos maneras: (a) dejando

todas las inc6gnitas libres (Ko,5, nHiii, kmb (Figura 12, lineas discontinuas), o (b) fijando el

valor de kmax (Figura  12, lineas continuas) al valor que resulta de ajustar los datos de
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FIGURA 12:

Efecto  de  [Mg2+I  libre  sobre  las  constantes  de velocidad  de  liberaci6n  de  calcio

inducida por concentraciones crecientes de cafeina.

Los  datos  se  tomaron  de  experimentos  similares  a  los  mostrados  en  la  Figura  11

variando la concentraci6n de cafeina y de Mg2+ 1ibre.  Ci'rc#Jog #egros..  [Mg2+]  libre =

0,05 mM; Cz'rc#/os rojos..  [Mg2+] libre = 0,5 mM; CI'rcwJas vcrdes..  [Mg2+] libre = 1,0

mM;  C!'rc#/os ¢zwJcs..  [Mg2+]  libre = 2,5  mM.  Cada punto  del grafico  corresponde al

valor de k de 8 a 10 registros promediados, y las barras indican los respectivos errores

estindares. Para [Mg2+] libre = 2,5 mM, el error estandar es mas pequefio que el tanafio

de los  simbolos.  Los  datos de cada  [Mg2+]  se ajustaron a rna funci6n de Hill de dos

maneras: (a) dejando todas las inc6gnitas libres (Ko,5, nHiii, kmax) (1ineas discontinuas), o

(b)  fijando  el  kmax  al  valor  obtenido  en  Mg2+  0,05  mM  segth  el  ajuste  (a)  (1ineas

continuas).
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[Mg2+] 1ibre 0,05 mM segdn el ajuste (a). En la Figura 13  se grafican los resultados de

ambos ajustes y se resumen en la Tabla 4. Cuando se utiliz6 el m6todo de ajuste (a), a

medida que incrementa [Mg2+]  libre,  la constante de Hill para cafeina Qfo,5)  aument6

moderadamente (2,2 ± 0,2 mM en [Mg2+] libre 0,05 mM a 6,4 ± 0,4 mM en [Mg2+] libre

2,5 mM) (cuadrados vacfos rojos). El valor del nHiii se mantuvo relativamente constante

(1,7 a 1,9) entre [Mg2+] 1ibre 0,05 mM y 1,0 mM y aument6 a 2,9 ± 0,3 en [Mg2+] libre

2,5 mM (cuadrados vacios azules).

Al utilizar el m6todo  (b), fljando  el valor de kmck a 67,9 s-I  para cada serie de

datos, el Ko,5 aument6 significativanente desde 2,2 ± 0,2 mM en [Mg2+] 1ibre 0,05 mM a

30,9 ±  1,5  mM en [Mg2|  1ibre 2,5 mM (cfroulos rojos). El valor de nHiii  se mantuvo

pfacticamente constante en todo el intervalo de [Mg2+] probadas (1,3 -1,7).

I. 8.     La oxidaci6n y reducci6n de las vesiculas modifica el tiempo de liberaci6n y

el comportamiento oscilatorio inducidos por cafeina.

Otros resultados obtenidos en nuestro  laboratorio indican que la incubaci6n de

las  vesiculas  de  RS  con  el  agente  oxidante  de  grupos  sulthidrilos  (SH),  timerosal,

disminuye el efecto inhibitorio de Mg2+ sobre la liberaci6n de calcio inducida por calcio

(Donoso y cols. 2000). En esta tesis se utilizaron diversos agentes que modifican grupos

SH para probar su efecto sobre la respuesta transitoria y oscilatoria inducida por cafeina

de scrita anteriormente.

Como  se  muestra  en  la  Figura  14,  la  liberaci6n  inducida  por  cafeina  en  la

presencia  de  Mg2+  libre  0,1  mM  fue  diferente  en  vesfculas  incubadas  con  glutation

reducido (GSH, un agente reductor de grupos SH) con respecto a las vesiculas nativas.
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FIGURA 13:

Efecto de [Mg2+I libre sobre el resultado de los ajustes a una funci6n de Hill.

El resultado de los ajustes a rna funci6n de Hill mostrados en la Figura 12 se graflcan en

funci6n  de  [Mg2+]  1ibre.  Sg']"boJos  "!ci'os..  Resultados  del  ajuste  (a)  que  se  realiz6

dejando  todas  las  inc6gnitas  (Ko,5,  nHiii,  kmax)  libres.  Sl'mboJos  JJe#os..  Resultados  del

ajuste (b)  que se realiz6 fljando el kmax al valor obtenido  en Mg2+ 0,05  mM segtin el

al|usf ye (OLD. Sinbolos en rofo Ko,5 y simbolos en azul nHiii.
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Tabla 4

Ajuste de los datos de la Figura 12
a una funci6n de Hill

[Mg2+] libre(mM) Constante de velocidadmckimakmfx(s) Coeflciente de HillnHill Constante de HillKo,5(mro

a;juste (a)        aJuste f a) a;juste (a)     ajuste f a) e[juste (a)       ajuste f a)

0,05 CfM ,9 ±3,]          6fl ,9C) 1,7±0,2         1,7 2,2 ± 0,2          2,2

0,5 54,3 ± 2,2         67,9(*) 1,7±0,1          1,3±0,1 3,5 ±0,2           5,1 ±0,3

1,0 44,3 ± 1,6          67,9(*) 1,9±0,1          1,3 ±0,07 5,9±0,3         11,9±0,6

2,5 18,8 ± 0,9          67,9(*) 2,9 ± 0,3         1,4 6,4 ± 0,4         30,9 ± 1,5

Ajuste (a) : Los datos de la figura 12 se ajustaron a una funci6n de Hill dejando todas las
inc6gnitas libres qcmax, nHiii, Ko,5).

£j:at:r(:?t::i::€:tfdeeLLa:ufi:g:(:)Le2ns#2¥S:¥o:n#afunci6ndeHillfijandoelkmckco



FIGURA 14.

Efecto de glutati6n reducido (GSH) en la liberaci6n de calcio inducida por cafeina.

En todos los experimentos las vesiculas se incubaron durante 5 minutes a 37 °C con las

concentraciones  de  GSH  indicadas  en  cada  panel  o  sin  GSH  (control)  y  luego  se

cargaron activamente con calcio por la adici6n de Mg-ATP 0,26 mM ([Mg2+] 1ibre = 0,1

mM). En la figura se muestra la subsecuente liberaci6n de calcio inducida con cafeina

3,8   mM   en   los   tiempos   sefialados   por   las   flechas.   El   canbio   de   [Ca2+]   libre

extravesicular se midi6 con Calcium Green-2.
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La reducci6n de las vesfculas de RS con GSH 1 mM produjo rna marcada disminuci6n

de TL, desde 230 s a 83 s. La incubaci6n de las vesiculas con GSH 3 mM redujo aun mas

el TL a 59,5 s y rna incubaci6n con GSH 5 mM disminuy6 el tiempo de liberaci6n a 47,5

s. La reducci6n de las vesiculas con GSH tambi6n modific6 la respuesta oscilatoria. La

frecuencia  y  la  amplitud  de  las  oscilaciones  aument6  a  medida  que  increment6  la

concentraci6n  del  agente  reductor,  como  se  observa  en  los  registros  ilustrados  en  la

Figura 14. Las oscilaciones en las vesiculas incubadas con GSH duraron s6lo entre 400 a

600  segundos  (vcr  Figura  14);  en  cambio,  en  las  vesfculas  control  las  oscilaciones

permanecieron hasta por lo menos 50 minutos (datos no mostrados).

La preincubaci6n de las vesfculas con glutation nitrosilado  (GS-NO, un agente

oxidante de grupos SH) tuvo un efecto opuesto al de GSH, ya que aunent6 TL. En los

registros mostrados en la Figura 15 se observa que en todas las concentraciones de Mg2+

probadas, la preincubaci6n con GS-NO  100 HM (trazos en azul) produjo rna liberaci6n

de   calcio   inducida  por  cafeina  con  un  TL  mayor   comparado   con  las   vesiculas

preincubadas con GSH 3 mM (trazos en rojo). La oxidaci6n tambi5n cambi6 el patr6n

oscilatorio que se observ6 en presencia de GSH. En [Mg2+] libre 2,5 mM, 1a oxidaci6n

gener6 rna respuesta oscilatoria a cafeina que no se observ6 cuando las vesfculas habfan

sido  previamente  reducidas  (Figura  15,  panel  inferior  derecho)  y  tampoco  en  las

vesiculas nativas (ver Figura 3D). Por otro lado, en [Mg2+]  libre entre 0,05 mM a  1,0

mM,  1a oxidaci6n  anul6  las respuestas  oscilatorias  que  se  observaron en  condiciones

reductoras.

En la Figura 16 se resumen los resultados del efecto de la oxidaci6n y reducci6n

de las vesiculas sobre TL en distintas [Mg2+] libre. En [Mg2+] libre entre 0,05 y 0,5 mM,
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FIGURA 15.

Hfecto de agentes redox en la liberaci6n de calcio inducida por cafeina en distintas

[Mg2+I ,ibre.

Las  vesiculas  se  incubaron  durante  5  minutos  a  37  °C  con  GSH  3  mM  (glutati6n

reducido, trazos en rojo) o con GS-NO  100 HM (glutation nitrosilado, trazos en azul) y

se  cargaron  activamente  con  calcio  agregando  distintas  concentraciones  de  Mg-ATP

([Mg2+] 1ibre indicadas en cada panel; vcr Tabla 2 para la respectiva [Mg-ATP]). En la

figura  se  muestra la posterior  liberaci6n  de  calcio  inducida  con  cafeina  3,8  mM.  EI

cambio de [Ca2+] 1ibre extravesicular se midi6 con Calcium Green-2.
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FIGURA 16.

Efecto de  [Mg2+I libre sobre el tiempo de liberaci6n ITL) inducido por cafeina en

distintos estados redox de las vesiculas.

Los datos se tomaron de experimentos como los ilustrados en las Figuras 3 y  15. Para

cada  [Mg2+]  1ibre  se midi6  la duraci6n del primer  evento  de  liberaci6n inducido  por

cafeina 3,8 mM en vesfculas nativas (cuadrados llenos) y en vesiculas incubadas por 5

minutos a 37 °C con GS-NO  100  LLM (cuadradros vacfos) o con GSH 3  mM (circulos

llenos).





las  vesiculas  reducidas  con  GSH  3  mM  mostraron  valores  de  TL  menores  (circulos

llenos) que los de las vesfculas nativas (cuadrados llenos). La oxidaci6n de las vesiculas

con GS-NO 100 prM aunient6 notoriamente el TL comparado con las vesiculas nativas y

con las vesfculas reducidas en todas las concentraciones de Mg2+ ensayadas (cuadrados

vacios).

El  efecto  de  la  oxidaci6n  de  las  vesfculas  sobre  TL  fue  dependiente  de  la

concentraci6n  del  agente  oxidante.  En  la  Figura  17  se  muestra  que  en  vesiculas

preincubadas  con concentraciones  crecientes  de timerosal  (agente  oxidante  de  grupos

SH) en presencia de  [Mg2+] 1ibre  1,27 mM, aument6 la duraci6n del primer evento de

liberaci6n  inducido  por  cafeina.  Los  valores  de  TL  aumentaron  linealmente  con  la

concentraci6n de timerosal, como se muestra en el inserto de la Figura 17. La velocidad

de captaci6n de la bomba s6lo cambi6 con la concentraci6n mas alta del agente oxidante

(timerosal  10 LLM), disminuyendo notoriamente. Esto se visualiza por el aumento de la

pendiente de la curva en azul luego de la adici6n de Mg-ATP (Figura 17).

En la Figura 18 se muestra que en presencia de [Mg2+] libre  1,27 mM, tambi6n

aunient6 el TL a medida que aument6 la concentraci6n de otro agente oxidante (GS-NO).

Similarmente a lo observado con timerosal, la velocidad de captaci6n de la bomba no

canbi6 con concentraciones bajas de GS-NO (< 100 LIM) y s61o disminuy6 con GS-NO

500 L[M (datos no mostrados).

El efecto de la oxidaci6n fue reversible. En el experimento ilustrado en la Figura

19, en [Mg2+] libre 0,1 mM las vesfculas fueron incubadas por 5 minutos con timerosal 5

prM,  lo  que produjo un TL de 579,5  s  (trazo  en azul).  En otro  experimento, vesiculas

preincubadas con timerosal fueron subsecuentemente incubadas con GSH 5 mM por 15

46



FIGURA 17.

Efecto de la incubaci6n de las vesiculas con concentraciones crecientes de timerosal

en la liberaci6n de calcio inducida por cafeina.

Las  vesiculas  de  RS  se  incubaron  por  5  minutos  a  37  °C  con  las  concentraciones

indicadas de timerosal. Luego, se cargaron activanente con calcio con la adici6n de Mg-

ATP  4,72  mM  ([Mg2|  libre  =  1,27  mM).  La  liberaci6n  de  calcio  se  indujo  con  la

adici6n  de  cafeina  3,8  mM.  En  el  inserto  se  grafica  el  efecto  de  concentraciones

crecientes de timerosal sobre el tiempo de liberaci6n de calcio (TL) inducido por cafeina.





FIGURA 18.

Efecto de la incubaci6n de las vesiculas con concentraciones crecientes de GS-NO

en la liberaci6n de calcio inducida por cafeina.

Las  vesiculas  de  RS  se  incubaron  por  5  minutos  a  37  °C  con  las  concentraciones

indicadas de GS-NO. Luego se cargaron activamente con calcio con la adici6n de Mg-

ATP 4,72 inM ([Mg2| libre = 1,27 mM). En la figura se muestra el primer evento de

liberaci6n de calcio inducido por la subsecuente adici6n de cafeina 3,8 mM.





FIGURA 19.

Reversi6n del efecto  de timerosal en la liberaci6n de calcio inducida por cafeina,

por incubaci6n con GSH.

rrfl[zo ei! fllz#J.. Las vesfculas de RS se incubaron por 5 minutos a 28 °C con timerosal 5

LLM y se cargaron con calcio por la adici6n de Mg-ATP  0,26 mM ([Mg2+]  libre = 0,1

mM). Luego de la captaci6n se indujo la liberaci6n de calcio con cafeina 3,8 mM. rrfllzo

e# rojo.. Vesfculas incubadas como  en la condici6n anterior fueron subsecuentemente

incubadas por 15 minutos con GSH 5 mM, luego se cargaron con calcio y se indujo la

liberaci6n  con  cafeina  3,8  mM.  En  anbos  trazos  se  muestra  el  primer  evento  de

liberaci6n de calcio inducido por cafeina y las oscilaciones posteriores.





minutos, lo que redujo el TL a 310 s y aunent6 la frecuencia de las oscilaciones (trazo en

rojo), retomando asi a rna respuesta comparable con las vesiculas sin oxidar. El efecto

de la oxidaci6n tambi5n se revirti6 incubando las vesiculas previamente oxidadas con

otro agente reductor de grupos SH, ditiotreitol 3 mM (datos no mostrados)

11.   LIBERACI0N DE CALCI0 DESDE VESICULAS DE RETICULO

SARCOPLASMATICO SIN CALSECUESTRINA

Como  se presenta en mayor detalle  en la Introducci6n,  existen evidencias  que

sugieren  un  papel  regulatorio  para  la  calsecuestrina  en  la  liberaci6n  de  calcio.  Para

investigar  la participaci6n  de  esta proteina  en  el  proceso  de  liberaci6n  de  calcio,  se

realizaron   experimentos   de   liberaci6n   de   calcio   en   vesfculas   de   RS   con   y   sin

calsecuestrina.

11. 1.    Obtenci6n de vesiculas de RS de conejo sin calsecuestrina

Para estudiar la participaci6n de calsecuestrina en la captaci6n y liberaci6n de

calcio  se  prepararon  vesfculas  de  RS  selladas  sin  calsecuestrina  y  se  utilizaron  en

experimentos de flujo.

En la Figura 20 se muestra el patr6n electrofor6tico de las proteinas de vesfculas

de  RS  nativas  y  de  vesiculas  sin  calsecuestrina,  reveladas  con  Stains  All.  Con  esta

tecnica se tifien de color azul las proteinas que unen calcio y de color fucsia las otras

proteinas   (Canpbell  y  cols.,   1983).   Las  vesiculas  nativas   (carril   1)  presentan  la
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FIGURA 20.

Electroforesis en gel de poliacrilamida en SDS (SDS-PAGE) de vesiculas de reticulo

sarcoplasmftico de conejo.

Las vesiculas de RS de conejo nativas euriquecidas en triadas (carril  1) y vesiculas de

RS de conejo sin calsecuestrina (carril 2) se separaron por SDS-PAGE en un gel al 7 %

que fue tefiido con el colorante Stains All.
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calsecuestrina   como   rna   banda   de   aproximadamente   60   kDa.   Para   extraer   la

calsecuestrina, estas vesfculas se sometieron a una incubaci6n con  1  mM EGTA a pH

8,0  durante toda la noche  a 4°C,  lo  cual  logr6  remover  la totalidad de  esta proteina

(carril 2). La banda remanente que se observa en el carril 2 corresponde a otra proteina

presente   en   el   retfculo   sarcoplasmatico   que   une   calcio   y   que   migra  junto   con

calsecuestrina  (Ostwald y  MacLerman,  1974a;  1974b).  Esta proteina,  a  diferencia  de

calsecuestrina, une calcio con gran afinidad (Kd ~ 2,5 a 4 HM) y con baja capacidad (1

mol  de  calcio  por  mol  de  proteina)  (Ostwald  y  MacLennan,   1974a,   1974b).  Para

corroborar la ausencia total de calsecuestrina en las vesiculas tratadas, se examinaron los

geles tifii6ndolos con plata. La calsecuestrina no se tifie con este indicador sino que deja

una mancha translticida; en calnbio, la proteina remanente en el gel que migra junto con

calsecuestrina si se tifie con plata dejando una banda oscura (datos no mostrados).

Para  eliminar  el  EGTA  remanente  proveniente  del  medio  de  extracci6n,  1as

vesiculas se pasaron a trav6s de rna columna de agarosa, como se describe en Materiales

y  M6todos.  Con  este  m6todo  se  obtuvo  vesfculas  selladas  sin  calsecuestrina  que  se

pueden utilizar, por lo tanto, para los experimentos de flujo. Al eliminar el EGTA por

lavados  y  centrifugaci6n,  las  vesfculas  se rompfan y  no  podian utilizarse para medir

flujos.

11. 2.    Captaci6n y liberaci6n de calcio en vesiculas de RS sin calsecuestrina.

Se realizaron cargas pasivas de Ca2+ al equilibrio segiin se describe en Materiales

y M6todos. Las vesiculas de RS nativas acumularon 142,5 ± 9,8 nmoles de Ca2+/mg de
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protefna (n=3). Las vesiculas sin calsecuestrina, acumularon s6lo 26,9 ± 3,6 nmoles de

Ca2+/mg de proteina  (n=3).

Las  vesiculas  sin  calsecuestrina  retuvieron  la  capacidad  de  acumular  calcio

activamente. Los registros de ties experimentos ilustrados en la Figura 21  ®aneles 8, C

y D) muestran que la fluorescencia del Calcium Green-2 disminuy6 luego de la adici6n

de  Mg-ATP  2,33  mM  ([Mg2+]  1ibre  =  1,0  mM).  Esto  indica  que  las  vesiculas  sin

calsecuestrina acumularon calcio activamente, al igual que las vesiculas control G7igura

21A). Al variar la concentraci6n de proteinas se modific6 la duraci6n de la captaci6n de

calcio  en  vesiculas  sin  calsecuestrina.  En  presencia  de  0,3  mg/mL  de  vesfculas  sin

calsecuestrina, el tiempo de captaci6n fue de 28,5 minutos ®anel 8) y en presencia de

0,35 mg/mL fue de  19,2 minutos ®anel C). Cuando se utiliz6 0,2 mg/inL de vesfculas

sin calsecuestrina, la adici6n de Mg-ATP provoc6 rna lenta acumulaci6n de calcio; a los

30 minutos aun no se ha llegado a rna linea basal que indique que la captaci6n de calcio

ha finalizado ®anel D). El experimento con vesiculas control ilustrado en el panel A se

realiz6 con 0,2 mg/mL de vesfculas y present6 un tiempo de captaci6n de 28,3 minutos.

La posterior adici6n de cafeina 3,8 mM a las vesiculas sin calsecuestrina indujo

un  evento  de  liberaci6n  de  calcio  transitorio  de pequefia amplitud  G]igura 218)  y  la

adici6n de ATP2-  1  mM tambi6n provoc6 rna liberaci6n de  calcio  transitoria (Figura

21C). Cuando se utiliz6 0,2 mg/inL de vesiculas sin calsecuestrina ®anel D), la adici6n

de  cafeina 3,8  mM no  indujo  rna liberaci6n de  calcio  detectable  con la metodologia

utilizada, pero con la subsecuente adici6n de ATP2- 1  mM sf se observ6 1iberaci6n. En

estas  tres  condiciones,  con  la  adici6n  de  A23187   se  liber6   el  calcio   que  estaba
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FIGURA 21.

Liberaci6n   de   calcio   inducida   por   cafeina  y   ATP   en   vesiculas   de   RS   sin

calsecuestrina.

En los cuatro registros mostrados, las vesfculas se cargaron activarnente con la adici6n

de Mg-ATP 2,33 mM ([Mg2+] libre = 1,0 mM). En los tiempos indicados por las flechas

se  agreg6  cafeina 3,8  mM,  ATP  1  mM  6  A23187  1,9  LLM.  Pfl!#eJ .4..  0,2  mg/mL  de

vesiculas  de  RS  de  conejo  control.  P¢#eJ  8..  0,3  mg/mL  de  vesfculas  de  RS  sin

calsecuestrina. P¢#e/ C.. 0,35 mg/mL de vesiculas de RS  sin calsecuestrina. Ptzi!g/ D..

0,2 mg/mL de vesfculas de RS sin calsecuestrina. A las vesfculas de RS se les extrajo la

calsecuestrina  incubindolas  toda  la  noche  a  0°C  en  1  mM  EGTA  pH  8,0;  0,3  M

sacarosa. Para mss detalles ver Materiales y M6todos.
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acumulado en las vesfculas y deja de manifiesto que tanto cafeina como ATP2- 1iberaron

solo rna pequefia fracci6n del calcio acumulado.

En las vesiculas control (Figura 21A), tanto cafeina como la subsecuente adici6n

de ATP2- 1 mM provocaron rna liberaci6n transitoria de calcio que tambi6n fue s6lo una

fracci6n  del  calcio  acuniulado,  pero  represent6  rna  mayor  cantidad  neta  de  calcio

liberado que en las vesiculas sin calsecuestrina.

11. 3.    Las vesfculas sin calsecuestrina tienen una cin6tica de liberaci6n inicial de

calcio mfs lenta y de duraci6n mfs corta.

En  un  espectrofluon'metro   de  flujo   detenido   se  determin6   las  velocidades

iniciales de liberaci6n inducidas por cafeina en las vesfculas control y en las vesiculas

sin  calsecuestrina.  La  liberaci6n  de  calcio  se  indujo  mezclando  rna  soluci6n  que

contehia  las  vesfculas  precargadas  con  calcio  (soluci6n  Ill)  con  rna  soluci6n  que

contem'a cafefna en presencia de Calcium Green-2  (soluci6n IV)  (Vcr Tabla  1  para la

composici6n de las soluciones). Luego de la mezcla inicial  1 : 1  de estas soluciones las

concentraciones de cada experimento fueron: vesiculas 0,2 mg/inL, Mg2+ 1ibre 1,0 mM,

cafefna 4  mM;  Kcl  0,1  M;  Mops  Tris  20  mM,  pH  7,2.  En  las  vesiculas  control,  1a

cafefna  indujo  rna  liberaci6n  de  calcio  que  se  ajusta  a  una  exponencial  doble  con

constantes de velocidades ki = 30,12 ± 0,97 s-I y k2 = 3,61  ± 0,22 s-t (Figur,a 22A). En

las vesiculas sin calsecuestrina, la cafefna indujo una liberaci6n de calcio mas lenta que

se ajusta a rna sola exponencial, con rna constante de velocidad k =  17,07 ± 0,12 s-t

seguida de activa reacuniulaci6n del calcio liberado (Figura 228).
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FIGURA 22.

Cin6tica   de   la   liberaci6n   de   calcio   inducida   por   cafeina   en   vesiculas   sin

calsecuestrina.

En un espectr6metro de fluorescencia de flujo detenido se mezcl6 1 : 1 la soluci6n Ill que

contem'a vesfculas control 0,4 mg/mL ®anel A) o vesiculas sin calsecuestrina ®anel a)

con la soluci6n IV que contem'a cafeina 8,0 mM. Las vesiculas presentes en la soluci6n

Ill se cargaron activamente con calcio antes de comenzar cada experimento. El cambio

de [Ca2| 1ibre del medio extravesicular se detect6 con Calcium Green-2 presente en la

soluci6n Ill. ParHe/4.. La liberaci6n de calcio se ajust6 a rna exponencial doble (curva

en rojo) con ki = 30,12 ± 0,97 s-1 (50,9% del canbio de fluorescencia) y k2 = 3,61 ± 0,22

s-I (49,1  % del cambio de fluorescencia). Pfl!#eJ A.. La liberaci6n de calcio inducida por

cafeina en vesiculas sin calsecuestrina se ajust6 a una exponencial simple (curva en rojo)

con  k  =  17,07  ±  0,12  s-I.  En  los  insertos  de  cada panel  se  muestran  registros  de  5

segundos realizados en las mismas condiciones anteriores.
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La liberaci6n rdpida inicial  de calcio inducida por cafeina en las vesiculas  sin

calsecuestrina fue muy breve comparada con las vesiculas control. Como lo muestra la

Figura 228, en las vesiculas sin calsecuestrina la liberaci6n rapida inicial se mantiene

durante s6lo 250 ms, y luego comienza a disminuir el calcio extravesicular debido a la

disminuci6n de la liberaci6n mientras continda la captaci6n de calcio. A los 5 segundos,

las vesiculas sin calsecuestrina ya han captado parte del calcio liberado, como se observa

en el inserto de la Figura 228. Debido a esto, el ajuste de la sefial de fluorescencia en las

vesfculas sin calsecuestrina se realiz6 s6lo hasta los 250 ms (Figura 228, trazo en rojo).

En las vesiculas control 1a liberaci6n inicial de calcio fue mucho mas larga y se

extendi6  durante  por  lo  memos  5  segundos  (inserto  Figura  22A)  antes  de  que  las

vesiculas empezaran a reacumular el calcio liberado.

Ill.   DISOCIACI0N DHL CALCI0 UNID0 A CALSECUESTRINA

La calsecuestrina une calcio con una gran capacidad y rna afinidad moderada. Al

unir calcio, esta proteina experimenta grandes cambios conformacionales. Debido a esta

gran capacidad de unir calcio se le ha dado un papel de tamp6n luminal de calcio, lo que

permite el almacenaje de grandes cantidades de este ion al interior del RS. Por otro lado,

algunas  evidencias  sugieren  que  la  calsecuestrina  posee  un  papel  regulatorio  en  la

liberaci6n de calcio desde el RS, que en condiciones de mckima estimulaci6n tiene un

ti/2 de  14 ms. Por lo tanto, es importante establecer la cin5tica de disociaci6n del calcio

unido  a  calsecuestrina  para  investigar  si  es  rna  etapa  limitante  en  el  proceso  de
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1iberaci6n  de  calcio.  No  existe  hasta  ahora  informaci6n  sobre  este  proceso  en  la

literatura.

Ill. 1.  Permeabilizaci6n de vesiculas de RS

Se prepararon vesiculas de RS de conejo permeabilizadas para tener acceso a la

calsecuestrina y estudiar los cambios estructurales que experimenta al unir calcio en su

ambiente nativo.

Para  permeabilizar  las  vesiculas  de  RS  enriquecidas  en  triadas,  se  probaron

distintos  detergentes  (deoxicolato  de sodio, Triton X-100,  Trit6n X-100  Hidrogenado,

saponina).   Se   realizaron  titulaciones   con  pequefias   adiciones   de   cada   detergente

midiendo  la turbidez de las triadas  a 350 nm y 540  nm.  Con deoxicolato  de  sodio  y

saponina, 1a permeabilizaci6n de las vesfculas fue drastica. Aun al adicionar pequefias

cantidades de cada detergente no se pudo controlar el grado de permeabilizaci6n. Esto

provoc6 rna solubilizaci6n de algunas proteinas de la triada.  Con Triton X-100 y con

Triton  X-100  Hidrogenado  (Triton-H)  en  rna  concentraci6n  de  0,02°/o,  se  obtuvo

vesiculas permeabilizadas que no perdieron las proteinas  de la estructura de la triada.

Los  resultados  se  evidenciaron  observando  el  patron  electrofor6tico  de  las  vesfculas

tratadas  con  detergente  en  geles  de  poliacrilamida  en  SDS  (SDS-PAGE)  (datos  no

mostrados).,   De   estos   dos   tiltimos   detergentes   se   eligi6   Triton-H   porque   no   es

fluorescente  y  carece  de  absorbancia  UV,  por  lo  que  no  interflere  con  los  ensayos

espectrosc6picos, a diferencia de Triton X-100.

En la Figura 23 se muestra el resultado de rna SDS-PAGE, donde se observa que

toda la calsecuestrina de vesfculas tratadas con Trit6n-H qued6 en el sedimento, es decir,
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FIGURA 23.

Patr6n electrofor6tico de proteinas de vesiculas de RS de conejo permeabilizadas

con Triton X-100 Hidrogenado ITrit6n-H).

Se muestra un gel de proteinas SDS-PAGE en gradiente del 2 al 12% teffdo con Azul de

Coomassie.  C¢rr;./  I..  sedimento  de  vesfculas  de  RS  permeabilizadas  con  Trit6n-H

0,02%.  Cfl!rri./ 2..  sobrenadante  de  la pemeabilizaci6n  de  las  vesiculas  con  Triton-H

0,02%. Carz./ 3.. sedimento de vesiculas de RS tratadas en las mismas condiciones de la

permeabilizaci6n pero sin detergente (control).  Carrz./ 4.. sobrenadante de las vesfculas

control. Cam.J 5.. calsecuestrina purificada a partir de vesiculas de RS de conejo. Carrz.J

6.. vesfculas  de RS  nativas  enriquecidas  en triadas.  Para mas  detalle vcr Materiales y

M5todos.
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asociada a la triada (carril 1). En el sobrenadante, qued6 solubilizada rna proteina de 45

kDa  (carril  2)  que  no  une  calcio,  segtin  lo  sugiere  la  tinci6n  con  Stains  All  de

preparaciones de triadas mostradas en las Figuras 20 y 27 (cariles 1), ya que no se tifie

de color azul caracteristico de las proteinas que unen calcio  (Campbell y cols.,  1983).

Esta  proteina  puede   corresponder  a  actina.   Los   carriles   3   y  4   de   la  Figura  23

corresponden al sedimento y al sobrenadante, respectivamente, de triadas tratadas igual

que las vesiculas permeabilizadas pero sin detergente (control). En el carril 5 se muestra

la calsecuestrina purificada de mbsculo esquel6tico de conejo y en el carril 6 triadas de

conej o nativas.

Con este procedimiento se obtuvo vesiculas permeabilizadas que mantienen las

proteinas  de  la triada y  en las  cuales  se tiene  accesibilidad  al  ambiente  que rodea la

calsecuestrina.

Ill. 2.  Cambios de fluorescencia asociados con la uni6n de calcio a calsecuestrina

Los  grandes  cambios  estructurales  que  experimenta  la  calsecuestrina  al  unir

calcio,  se reflejan en parte en los  calnbios  en la fluorescencia intrl'useca que  sufre  la

proteina  debido  a  la  intemalizaci6n  de  grupos  tript6fanos.  Estos  cambios  hen  sido

estudiados en el laboratorio midiendo la fluorescencia intrinseca de la proteina en estado

estacionario  en presencia de  [Ca2+]  crecientes  y  en  funci6n  del  pH  (Hidalgo  y  cols.

1996). En la Figura 24 ®anel A) se muestra el cambio en la fluorescencia intrinseca de

calsecuestrina que ocurre por la uni6n de Ca2+ a esta proteina. Desde el estado libre de

Ca2+ a3GTA 2 mM, trazo en verde) al estado saturado de Ca2+ (Ca2+ 5 mM, trazo en
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FIGURA 24.

Cambios en la fluorescencia intrinseca de calsecuestrina asociados con la uni6n de

calcio.

Se muestran espectros de emisi6n en un medio con Ca2+ (trazos en rojo) o en un medio

libre de Ca2+ (trazos en verde). Los espectros se obtuvieron excitando a 295 nm. P¢#cJ

4.. calsecuestrina purificada de conejo en soluci6n (30  Hg/mL). PH#e/ 8.. vesfculas de

RS euriquecidas en triadas (0,5 mg/mL) permeabilizadas con Trit6n-H 0,02%; las lineas

punteadas  corresponden  a los  espectros  de  calsecuestrina purificada mostrados  en  el

panel  A.  Ptz#e/  C..  vesfculas  de  reticulo  sarcoplasmatico  longitudinal  (0,5  mg/inL)

permeabilizadas con Trit6n-H 0,02%. Pfl!jf eJ D.. vesfculas de RS enriquecidas en triadas

(0,2 mg/mL) sin permeabilizar. En el panel D, el trazo en azul corresponde a vesiculas

sin permeabilizar incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente en presencia de

Ca2+ 5 mM. Para mas detalles vcr Materiales y M5todos.





rojo), la fluorescencia aument6 2,8 veces y se produjo un corrimiento de 18 nm hacia el

azul en la longitud de onda mckima de emisi6n.

Las  vesiculas  de  RS  de  conejo,  euriquecidas  en triadas,  permeabilizadas  con

Trit6n-H 0,02 °/o tambi6n experimentaron cambios en la fluorescencia intrinseca debido

a la uni6n de Ca2+. En el panel 8 de la Figura 24 se muestra este efecto. La fluorescencia

intrinseca de  estas vesiculas permeabilizadas  aunent6  en presencia de  calcio  (Ca2+  5

mM, trazo  en rojo)  comparada con la fluorescencia en un medio  sin calcio  (EGTA  5

mM, trazo en verde). Sin embargo, en las vesiculas de RS no hubo corrimiento al azul en

la  longitud  de  onda  mckima  de  emisi6n.  Las  lineas  punteadas  corresponden  a  los

espectros de la calsecuestrina purificada mostrados en el panel A.

Como  control,  se utiliz6 rna preparaci6n de RS  longitudinal  de conejo que se

permeabiliz6 en las mismas condiciones de las vesfculas de RS enriquecidas en triadas.

EI RS longitudinal contiene altos niveles de la bomba de calcio del RS, la Ca-ATpasa

(aproximadamente un 800/o del total del contenido proteico) y no posee calsecuestrina.

La  fluorescencia  intrinseca  del  RS  longitudinal  permeabilizado  fue  la  misma  en  un

medio con calcio (Ca2+ 5 mM) y en un medio sin calcio a3GTA 5mM) ®anel C), lo que

sugiere que el cambio de fluorescencia observado en las vesiculas de RS enriquecidas en

triadas  ®anel  8)  se  debe  mayoritariamente  a  calsecuestrina.  Tambi6n  se  midi6  la

fluorescencia  intrinseca  de  vesiculas   de   RS   nativas   enriquecidas   en  triadas   (sin

permeabilizar) en presencia (Ca2+ 5 ulo y en ausencia de calcio (EGTA 2 mM), la que

permaneci6 constante ®anel D, trazos en rojo y verde). S6lo se observ6 un aumento de

la fluorescencia de las vesiculas nativas, luego de una incubaci6n durante 30 minutos en

presencia de calcio (trazo en azul), lo que indica que no es suficiente la sola presencia de
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calcio sino que 6ste debe ingresar a las vesiculas y como consecuencia s61o aumenta la

fluorescencia intrinseca tras unirse el calcio luminal a calsecuestrina.

Ill. 3.  Preparaci6n de membranas de la zona de uni6n del RS (JFM):

Para estudiar la cin6tica de  la disociaci6n del  calcio  unido  a la calsecuestrina

asociada a membranas, se realiz6 rna preparaci6n de membranas de la zona de uni6n del

RS   con   el   T-T   (JFM,   del   ingl6s  junctional  /ace   membranes),   de   acuerdo   al

procedimiento   descrito   en   Materiales   y   M6todos.   Las   JFM   son   fragmentos   de

membranas que tienen un elevado contenido de calsecuestrina aun asociado a ellas. En

estas membranas se pudo medir satisfactoriamente la cin6tica de los cambios de calcio

libre  que  se  generaron  luego  de  la  disociaci6n  del  calcio  unido  a  calsecuestrina,

utilizando  un  indicador  fluorescente  de  calcio.  Para  estos  experimentos  no  se  pudo

utilizar las vesfculas de RS permeabilizadas por los siguientes motivos: i) las vesiculas

permeabilizadas  contienen memos  calsecuestrina que  las  JFM  (aproximadamente  25%

versus   50%   del   contenido   de  proteina  total,   segtin   se   determin6  por  el   analisis

densitom6trico de geles SDS-PAGE), por lo que el cambio del calcio libre luego de la

disociaci6n del calcio unido a esta proteina fue significativamnte menor y mas dificil de

medir en las vesiculas que en las JFM; ii) en las vesiculas, el acceso a la calsecuestrina y

al  cambio  del  calcio  libre,  dependfan  de  la pemeabilizaci6n  de  6stas,  lo  que  gener6

resultados cin6ticos variables; en cambio, en las JFM, se tuvo un acceso mas expedito a

la calsecuestrina ya que las membranas estaban rotas producto del procedimiento de su

preparaci6n y se obtuvo resultados reproducibles; y iii) en las vesiculas pemeabilizadas

esfa presente la Ca-ATpasa, que si bien se demostr6 que no interfiere en los canbios de
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fluorescencia  intrinseca  asociados  con  la  uni6n  de  calcio  a  calsecuestrina,  de  todas

formas genera rna fluorescencia intrinseca basal alta que provoca rna disminuci6n de la

sensibilidad  de  la  sefial  de  fluorescencia;  con  las  JFM  se  elimina  cualquier  posible

interacci6n y se aunenta la sensibilidad de la medici6n del cambio de fluorescencia, ya

que estas membranas no contienen la bomba de calcio reticular.

En la Figura 25 se muestra rna microfotografia electr6nica de rna vesfcula de RS

terminal y de JFM (tomada de Costello y cols, 1986). La estructura de estas membranas

son similares a las preparaciones utilizadas en esta tesis.  En la Figura 25b se observa

claramente la mayor densidad de calsecuestrina presente en las membranas rotas de las

JFM   (contenido electrodenso al interior), en las cuales permanece asociado tambi6n el

RyR   (cabezas   de   flechas).   La   vesicula   de   RS   terminal   (Figura   25a)   contiene

significativamente  memos  calsecuestrina  y  esta  localizada  s6lo  en  un  extremo  de  la

vesicula  (contenido  electrodenso  en  la  zona  de  uni6n  de  los  RyR).  Estas  vesiculas

ademas contienen Ca-ATP-asa (doble cabeza de flecha).

En   esta  tesis   se   observ6   el  patr6n   electrofor5tico   de   las   JFM  y   de   los

sobrenadantes de las distintas etapas de la preparaci6n de estas membranas. Los geles se

tifieron con azul de Comassie (Figura 26) y luego con Stains All (Figura 27). Las JFM

contienen  gran  cantidad  de  calsecuestrina  (aproximadanente  un  50%  de  la proteina

total,  medido  por analisis  densitom6trico)  (carril  5)  y  conservan otras proteinas  de la

zona de uni6n como el RyR; en cambio, pfacticamente no contienen Ca-ATpasa, 1a que

qued6   en  el   sobrenadante  de  solubilizaci6n  de  las  triadas  durante  el  proceso   de

preparaci6n de las JFM (carril 3).
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FIGURA 25.

Microfotografia electr6nica de vesfculas de RS terminal y membranas de la zona de

uni6n (JFM).

a:  Vesfculas  de  RS  terminal.  b:  Membranas  de la zona de uni6n  (JFM).  Cabezas  de

flechas indican el receptor de ryanodina (en a y en b). Dobles cabezas de flechas indican

la Ca-ATpasa (en a).

Figura tomada de Costello y cols,1986.





FIGURA 26.

Patron electrofor6tico de proteinas de las etapas de preparaci6n de membranas de

la zona de uni6n (JEM).

Se muestra un gel SDS-PAGE en gradiente del 2 al 12% tefiido con Azul de Coomassie.

C¢j`rz7 I.. vesfculas de RS nativas enriquecidas en triadas.  C¢j.rz7 2.. sobrenadante de la

extracci6n de calsecuestrina desde JFM. Cflrm7 3.. sobrenadante de la permeabilizaci6n

de vesiculas de RS en la obtenci6n de JFM. CarrJ7 4.. JFM sin calsecuestrina (sedimento

de la extracci6n de calsecuestrina). C¢m7 5.. JFM (sedimento de la permeabilizaci6n de

las vesiculas de RS). Para mas detalle vcr Materiales y M6todos.
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FIGURA 27.

Patr6n electrofor6tico de proteinas de las etapas de preparaci6n de membranas de

la zona de uni6n (JFM).

El gel mostrado en la Figura 24 se destifi6 con metanol y luego se tifi6 con el colorante

Stains  All.   C¢m7  I..  vesiculas   de  RS   nativas   enriquecidas   en  triadas.   C¢ri.z./  2..

sobrenadante de la extracci6n de calsecuestrina desde JFM. Cfl!rrz./ 3.. sobrenadante de la

permeabilizaci6n  de  vesiculas  de  RS  en  la  obtenci6n  de  JEM.  Cfl!rrj7  4..  JFM  sin
calsecuestrina (sedimento de la extracci6n de calsecuestrina). C¢rrz7 5.. JEM (sedimento

de  la  pemeabilizaci6n  de  las  vesfculas  de  RS).  Para  mas  detalle  ver  Materiales  y

M6todos.
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Para los experimentos control se prepararon JFM sin calsecuestrina (JFM-Cs) de

acuerdo al procedimiento descrito en Materiales y M6todos. Estas JFM-Cs contem'an las

mismas proteinas de las JFM a excepci6n de calsecuestrina (carril 4), cuya totalidad se

retuvo en el sobrenadante de extracci6n (carril 2).

Ill. 4.  Cin6tica de la disociaci6n del calcio unido a calsecuestrina

La  cin6tica  de  la  disociaci6n  del  calcio  unido   a  calsecuestrina  se  estudi6

utilizando  calsecuestrina  en  soluci6n  purificada  de  mdsculo  esquel6tico  de  conejo  y

calsecuestrina unida a las membranas de las cistemas terminales (JFM).

En un espectrofot6metro de flujo detenido se midi6 la cinetica de la disociaci6n

del  calcio unido  a calsecuestrina, mezclando  la proteina purificada o  las  JFM,  ambas

saturadas en calcio,  con rna soluci6n que  conteria BAPTA en presencia de  Calcium

Green-2.

Ill. 4. a.   Calsecuestrina en soluci6n

Se   utiliz6   dos   soluciones   que   se   mezclaron   en   proporci6n   10:1    en   el

espectrofot6metro  de  flujo  detenido.  La primera soluci6n contem'a calsecuestrina  110

Lig/mL en Ca2+ 1 mM (soluci6n V) y la segunda conteria BAPTA 13,2 mM en presencia

de  Calcium  Green-2  (soluci6n  VI).  Cuando  la  calsecuestrina  saturada  en  calcio  se

mezcl6 con la soluci6n libre de calcio, el calcio unido se disoci6 de la calsecuestrina, lo

que fue detectado por un aumento de la serial de fluorescencia del Calcium Green-2. En

la Figura 28A  (trazo  a  en negro)  se muestra una sefial promedio  de  9  registros.  Esta

sefial se ajust6 a rna exponencial simple (trazo en rojo) entregando un valor de k = 11,53
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FIGURA 28.

Cin6ticas  de disociaci6n del calcio unido a calsecuestrina en soluci6n (panel A) o

asociada a membranas (panel 8).

Pfl!#c/4.. Una soluci6n que conteria calsecuestrina 110 Hg/mL, Ca2+ 1 mM (soluci6n V),

se mezcl6  con rna soluci6n que  contenia BAPTA  13,2 mM en presencia de Calcium

Green-2 (soluci6n VI) en rna proporci6n 10:1  (trazo a). Se muestra rna sefial promedio

de 9 registros. Esta sefial se ajust6 a rna exponencial simple con un k = 11,53 s-1 (curva

en  rojo).  El  trazo  b  es  la  sefial  que  genera  rna  mezcla  de  las  mismas  soluciones

anteriores pero sin proteina. Poi!eJ 8.. Se mezcl6 en rna proporci6n 10:1  rna soluci6n

que contem'a JFM 3,3 mg/mL pre-equilibradas con Ca2+ 2,2, mM (soluci6n VII) con rna

soluci6n que contenia BAPTA 0,286 mM en presencia de Calcium Green-2 (soluci6n

VIII).  La  sefial  resultante  (trazo  a)  es  el  promedio  de  4  registros  y  se  ajust6  a rna

exponencial  simple  con  un  k  =  109,0  s-1  (curva  en  rojo).  Al  mezclar  las  mismas

soluciones pero con JFM-Cs en la soluci6n VII, se obtuvo el trazo b. Los registros se

obtuvieron excitando a 506 nm. Para mas detalles vcr Materiales y M6todos.
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± 0,32 s-I. El aumento de fluorescencia se complet6 aproximadamente a los 400 ms. Al

mezclar las mismas soluciones anteriores pero sin proteina, no se observ6 un cambio en

la fluorescencia, la que permaneci6 en el nivel basal (trazo b).

Ill. 4. b.  Calsecuestrina asocioida a las JEM

Las  JFM  se  pre-equilibraron  con  Ca2+  durante  36  horas.  Estas  membranas

saturadas con Ca2+ (JFM 3,3 mg/mL; Cac12 2,2 mM) (soluci6n VII) se mezclaron en el

espectrofot6metro  de  flujo  detenido  con  BAPTA  0,286  mM  (soluci6n  VIII),  1o  que

provoc6  rna rapida disociaci6n del Ca2+ unido.  Esto  se  detect6 por el  aunento  de  la

sefial de fluorescencia del Calciuni Green-2, como se observa en la sefial promedio de 4

registros mostrada en la Figura 288  (trazo  a  en negro).  Este registro  se  ajust6  a rna

exponencial  simple  y  se  obtuvo  un valor  de  k =  109,0  ±  1,4  s-I  (trazo  en rojo).  El

aumento de fluorescencia se complet6 a los 40 ms.  Al utilizar JFM sin calsecuestrina

pre-equilibradas en la mismas condiciones anteriores, no se observ6 cambio en la sefial

de fluorescencia (trazo b).

Ill. 5.  Cin6tica de los cambios en la fluorescencia intrinseca de calsecuestrina

La    cin6tica   de    los    cambios    conformacionales    de    la   calsecuestrina   se

monitorearon  por  medio  de  su  fluorescencia  intrinseca  en  las  mismas  condiciones

anteriores,  es  decir,  mezclando  calsecuestrina (en soluci6n   o  asociada a membranas)

saturada en calcio con rna soluci6n que contem'a BAPTA.
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Ill. 5. a.   Calsecuestrina en soluci6n

La   disociaci6n   del   calcio   unido   a   calsecuestrina   purificada  provoc6   rna

disminuci6n de la fluorescencia intrinseca de calsecuestrina. Esto se observ6 luego de

mezclar,  en el espectrofot6metro  de flujo  detenido,  la proteina saturada en calcio  con

rna soluci6n que contenia BAPTA. En la Figura 29A (trazo a en negro) se muestra la

sefial promedio de 5 registros. Esta sefial se ajust6 a rna exponencial simple, entregando

un k = 6,46 ± 0,08  s-1  (trazo  en rojo).  A los  500 ms ya se ha completado  el  cambio

importante  en la fluorescencia intrinseca,  como  se  observa en el inserto  de  la Figura

29A.  La  mezcla  de  las  soluciones  sin  proteina  no  gener6  cambios  en  el  nivel  de

fluorescencia (trazo b).

Ill. 5. b.   Calsecuestrina asociada a las JFM

La   fluorescencia   intrinseca   de   la   calsecuestrina  unida   a  membranas   pre-

equilibradas  en  calcio,  tambi6n  disminuy6  al  disociarse  el  calcio.  Al  mezclar  en  el

espectrofot6metro  de  flujo  detenido  JFM  saturadas  con  calcio  con  rna  soluci6n  que

contem'a BAPTA,  la  sefial  de  fluorescencia  intrinseca  disminuy6  rapidamente.  En  la

Figura 298 (trazo a en negro) se muestra rna sefial promedio de 4 registros que se ajust6

a rna exponencial doble. Los valores de k fueron ki = 54,12 ± 2,3 s-I y k2 = 6,88 ± 0,29

s-I   con  un  peso   de   55,4%  y  44,6%,   respectivanente.   El   canbio   importante   de

fluorescencia  intrinseca  ya  se  ha  completado  a  los  500  ms,  como  se  muestra  en  el

registro del inserto de la Figura 298. Las JFM sin calsecuestrina no experimentaron un

cambio  en  la  serial  de  fluorescencia intrinseca,  la  que permaneci6  en un  nivel  basal

(trazo  b).  Estas JFM-Cs presentaron ademas rna fluorescencia baja,  debido  a que no
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FIGURA 29.

Cin6ticas   del   cambio   de   fluorescencia   intrinseca   de   calsecuestrina   por   la

disociaci6n  del  calcio  unido  a  calsecuestrina  en  soluci6n  (panel A)  o  asociada  a

membranas (panel 8).

Las condiciones fueron las mismas de la Figura 28 pero se excit6 a 295 nm. Pfl!i!eJ4.. La

mezcla de las  soluciones VI y VII  gener6  el trazo  a que se ajust6  a rna exponencial

simple con un k = 6,46 s-1 (curva en rojo). Se muestra rna sefial promedio de 5 registros.

El trazo b es la sefial de una mezcla de estas mismas soluciones sin proteina. P¢7!eJ 8..

La sefial obtenida por la mezcla de JFM saturadas en calcio (soluci6n VII) con BAPTA

(soluci6n VIII) gener6 el trazo a que se ajust6 a rna exponencial doble con ki = 54,12 s-I

(55,4   0/o   del   cambio   de   fluorescencia)   y  k2  =   6,88   s-1   (44,6   %   del   cambio   de

fluorescencia) (curva en rojo). Se muestra la sefial promedio de 4 registros. Al mezclar

JFM-Cs saturadas en calcio se obtuvo el trazo b. En el inserto de cada panel se muestran

registros de 5 s obtenidos segtin las condiciones de los trazos a respectivos. Para mas

detalles vcr Materiales y M6todos.
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poseen  calsecuestrina.  Por  otro  lado,  al  mezclar  las  JFM  saturadas  en  Ca2+  con rna

soluci6n que contenia el mismo nivel de  calcio,  no  se visualiz6  canbio  alguno  en la

fluorescencia intrinseca de estas membranas (dates no mostrados), 1o que indica que se

necesita un  gradiente  de  calcio  para  que  las  JFM puedan  disociar  el  calcio  unido  y

experimentar asf un cambio en la fluorescencia intrinseca. Con esto se descarta tanbi6n

algiin efecto de la diluci6n de la proteina.

En la tabla 5 se resumen los valores promedios de las constantes de velocidad de

disociaci6n del  calcio unido y de los  cambios  de fluorescencia intrfnseca,  que fueron

obtenidos  en  calsecuestrina  purificada  de  conejo   en  soluci6n  y  en  calsecuestrina

asociada  a  membranas  (JFM).  La  disociaci6n  del  calcio  unido  a  la  calsecuestrina

asociada   a   membranas   fue   9,5   veces   mas   fapida   que   la   disociaci6n   desde   la

calsecuestrina purificada  en  soluci6n.  Los  cambios  en  la  fluorescencia  intrinseca  de

calsecuestrina  debido  a  la  disociaci6n  del  calcio  unido,  tambi6n  fueron  mucho  mas

ripidos en la proteina asociada a membranas con un valor de k 8,5 veces mayor que el

de la calsecuestrina en soluci6n.
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Tabla 5

Comparaci6n entre las constantes de velocidad de
la disociaci6n de calcio y

los cambios de fluorescencia intn'nseca

Calsecuestrina en:
Disociaci6n Fluorescencia

de calcio Intrinseca

k' s-1 k, s-1

Soluci6n 11,53   ±  0,32 6,46  ±  0,08

(n - 9) (n - 5)

Membranas 109,0  ±   1,4 54,12  ±  2,3     (55,4%)

(JFM) (n - 4) 6,88  ±  0,29  (44,6%)(n-4)



DISCUSION

Oscilaciones de liberaci6n de calcio en vesiculas enriquecidas en triadas

En    esta    tesis    se    ha    trabajado    con    rna    preparaci6n    vesicular    que

sorprendentemente present6 un patron oscilatorio  de liberaci6n de Ca2+.  Previo  a este

estudio,  s61o  se habian observado oscilaciones producidas por cafeina en c6lulas y en

fibras musculares. No existen reportes que muestren oscilaciones de calcio en vesfculas

de RS. Los resultados de esta tesis muestran que en las vesiculas de RS euriquecidas en

triadas y activamente cargadas con Ca2+, la cafeina indujo rna liberaci6n transitoria y

parcial  de  Ca2+  seguida de un  comportaniento  oscilatorio  de  liberaci6n de  Ca2+.  Las

oscilaciones   se   observaron   solamente   en   determinadas   [Mg2+]   1ibre,   siendo   la

concentraci6n 6ptima entre 0,1  y 0,5 mM en vesiculas nativas. Las concentraciones de

ATP2-libre y de Ca2+ extravesicular fueron 0,15 mM y 100-200 nM, respectivanente.

Todas  estos  valores  estin  cercanos  a  sus  respectivas  concentraciones  fisiol6gicas  en

mdsculo  en reposo.  Ademas,  1os resultados mostraron que  en vesiculas  extensanente

cargadas con Ca2+, el comportamiento oscilatorio no se modific6, 1o que demuestra que

un vaciamiento del Ca2+ luminal no es la causa de las oscilaciones de Ca2+.

La liberaci6n transitoria, parcial y oscilatoria de Ca2+ tanbi6n se observ6 luego

de la adici6n de otro agonista, AMP-PNP, aunque el patr6n oscilatorio fue mucho menos

frecuente.  Adicionalmente,  se  registraron  oscilaciones  aun  en  ausencia  de  agonistas

farmacol6gicos,  con la sola presencia de reguladores  fisiol6gicos  como  Mg2+, ATP2-,

Mg-ATP, Ca2+. Estos resultados extienden reportes previos que describen oscilaciones
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inducidas  por  cafelna  en  c6lulas  y  en  fibras  musculares  (Fabiato  y  Fabiato,  1978;

Herrmann-Frank,1989; Wyskovsky,1994).

Efecto   de   Mg2+   sobre   la   liberaci6n   transitoria   de   calcio   y   el   subsecuente

comportamiento oscilatorio

Los resultados obtenidos en esta tesis indican que en [Ca2+] de reposo (100 nM),

1a  cafeina  abre  los  canales  de  liberaci6n  de  Ca2+  de  vesiculas  de  RS  nativas  en  el

intervalo de [Mg2+] 1ibre 0,05 mM a 2,5 mM. Al aunentar [Mg2+] 1ibre en este intervalo

de concentraci6n, disminuy6 1a magnitud del primer evento de liberaci6n de Ca2+, 1o que

indica que se redujo la fracci6n de canales abiertos. Al mismo tiempo, el aunento  de

[Mg2+] 1ibre desde 0,05 a 2,5 mM redujo drasticamente el valor de TL, lo que indica rna

marcada disminuci6n de la duraci6n de la apertura de los canales inducida por cafeina.

Ademas,   el  aunento   de   [Mg2+I   1ibre  por  sobre   1   mM  anul6   completamente  las

oscilaciones observadas en vesiculas nativas despu6s del primer evento de liberaci6n de

ca2+.

Estos  resultados  los  intexpretamos  de  acuerdo  a  un  modelo  en  el  cual,  en

presencia  de  Mg2+  extravesicular  (citos6lico)  los  canales  de  liberaci6n  se  abren  por

cafeina o AMP-PNP y luego se cierran por Mg2+, pemitiendo la recaptaci6n de Ca2+ al

RS  por la acci6n de  la bomba de  Ca2+.  Todos  los  canales presentes  en las  vesiculas

podrian responder a cafeina y Mg2+  en una manera sincr6nica dentro  de un intervalo

pequefio  de tiempo.  De  acuerdo  a este  modelo,  en  [Mg2+]  libre menor  a  1  mM,  rna

fracci6n de los canales cerrados se abre rna vez mss por cafeina o menos eficientemente

por AMP-PNP, y nuevamente se cierran por Mg2+ en forma secuencial. En [Mg2+] libre
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masaltas,1oscanalesinicialmenteabiertosporcafeinapermaneceriancerradosporMg2+

y no se producirian mas oscilaciones.

Efecto de la oxidaci6n y reducci6n de las vesiculas

Para demostrar que el sitio  inhibitorio  de Mg2+ esta involucrado  en generar el

comportamiento  de  liberaci6n oscilatorio,  se utiliz6 reactivos  redox  que  modifican la

aflnidad  de  este  sitio  a)onoso  y  cols.,  2000).  En todas  las  concentraciones  de  Mg2+

ensayadas, las vesiculas reducidas presentaron valores de TL menores que las vesiculas

nativas y que las vesfculas oxidadas. Al aumentar [Mg2+] de 0,05 mM hasta 0,5 mM y

reducir las vesiculas,  1as oscilaciones aumentaron.  En  [Mg2+]  1,0 mM las oscilaciones

disminnyeron y en [Mg2+] 2,5 mM no se observaron oscilaciones. En vesiculas oxidadas

s61o se observaron oscilaciones en [Mg2+I 2,5 mM, 1o que nunca se observ6 en vesiculas

reducidas  y  tampoco  en  vesiculas  nativas.  El  efecto  de  la  oxidaci6n  se  revirti6  por

incubaci6n de las vesiculas con un agente reductor como GSH y ditiotreitol.

Los agentes oxidantes, al disminuir la afinidad del sitio para Mg2+ aunentarian la

magnitud y la duraci6n del primer evento de liberaci6n de Ca2+. En [Mg2+] S 0,1  mM,

1os agentes oxidantes permitieron rna apertura mckima de los canales por cafeina,  de

modo  que  los  canales  en la continua presencia de  cafefna no  se  cerraron.  En  [Mg2+]

intermedias (0,5 - 1,0 mM) 1os canales oxidados se abrieron por la adici6n de cafeina y

luego se cerraron por Mg2+ sin experimentar oscilaciones. En [Mg2+] mas alta (2,5 mM)

1os canales tratados con agentes oxidantes permanecieron abiertos por mss tiempo que

los canales nativos para ser eventualmente cerrados por Mg2+ y abiertos de nuevo por

cafeina con un patron oscilatorio.
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En contraste, 1os canales tratados con un agente reductor tendrian afinidades mss

altas  por  Mg2+  que  los  canales  nativos.  En  [Mg2+]  <  1,0  mM  estos  canales  s61o  se

abrieron en forma transitoria despu6s de la adici6n de  cafeina y  al primer evento  de

liberaci6n le sucedieron oscilaciones de alta frecuencia. En [Mg2+] > 1,0 mM los canales

tratados  con  un  agente  reductor  tambi6n  se  abrieron  brevemente  por  la  adici6n  de

cafefnaperopermanecieroncerradosporMg2+sinexperimentaroscilaciones.

De acuerdo a los modelos propuestos (Laver y cols., 1997; Lamb y Laver, 1998)

la uni6n  de  Mg2+  a  dos  sitios  independientes  provoca  inhibici6n  de  la  liberaci6n  de

calcio. En concentraciones bajas de calcio citoplasmatica (< 0,1  LiM)  el Mg2+ compite

con el Ca2+ por el sitio activador de alta afinidad. En concentraciones mas altas de calcio

(> 10 prM), el Mg2+ se une al sitio inhibitorio que tambi6n one Ca2+ y es responsable de

la inhibici6n observada  en concentraciones  milimolares  de  Ca2+  o  Mg2+  (Meissner y

cols.,  1986; Laver y cols.,  1997). Los resultados obtenidos en esta tesis muestran que la

oxidaci6n y reducci6n de las vesfculas modifica el efecto de Mg2+ sobre el canal RyR.

Esto  se  evidenci6 por los canbios  observados en la magnitud y  duraci6n del primer

evento de liberaci6n inducido por cafeina y en las posteriores oscilaciones, comparado

con  vesiculas  nativas.  En  condiciones  reductoras  y  cuando  el  canal  esta  abierto  en

concentraciones  altas  de  Ca2+  extravesicular  ¢ecrfa  del  primer  evento  de  liberaci6n

inducido por cafeina), el Mg2+ se unin'a al sitio de inhibici6n con mayor afinidad que en

condiciones nativas (no reductoras), cerrando los canales y generando un primer evento

de liberaci6n de menor duraci6n. En concentraciones altas de Mg2+ (> 1 mM), 5ste no se

disociaria del canal una vez que ya esta cerrado, evitando asf rna posterior apertura del

canal por cafeina y la generaci6n de oscilaciones. Este tiltimo efecto seria consecuencia
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de que en condiciones reductoras, 1a afinidad de Mg2+ por el sitio de activaci6n de Ca2+

(sitio de alta afinidad) tambi6n esta aumentada, al igual que la afinidad por el sitio de

inhibici6n. En condiciones oxidantes ocurriria lo inverso, ya que disminuye la afinidad

delMg2+tantoporlossitiosdeactivaci6ncomoporlossitiosdeinhibici6ndeCa2+.

En resunen, los resultados obtenidos indican que al modiflcar con agentes redox

el sitio inhibitorio para Mg2+, cambia marcadamente la respuesta de liberaci6n de Ca2+

inducidaporcafeinaentodaslasconcentracionesdeMg2+probadas.

Ademas,  observamos  que  los  agentes  oxidantes  s61o  en  concentraciones  muy

elevadas disminuyen la velocidad de captaci6n de la bomba de calcio. Este efecto puede

deberse a rna oxidacion directa de los grupos sulthidrilos presentes en la Ca-ATpasa. En

las concentraciones de agentes oxidantes y de agentes reductores utilizadas para estudiar

los efectos de Mg2T, la velocidad de la bomba no se afect6. Por lo tanto, los resultados

obtenidos se deben probablemente a la proteina canal, ya sea por oxidaci6n o reducci6n

directa del RyR o de otras protefnas que interacthan con 61.

Liu y Pessah (1994) demostraron que el receptor de ryanodina y triadina forman

un  complejo  de  alto  peso  molecular  en  condiciones  que  activan  el  canal  RyR.  Este

complejo  lo  visualizaron  con  SDS-PAGE  en  anbientes  no  reductores.  Al  reducir  el

complejo  con  P-mercaptoetanol  o  ditiotreitol  se  separaron  sus  componentes  RyR  y

triadina.    Tambi6n    utilizaron    la    sonda    CPM    (maleimida    7-dietilalnino-3-(4'-

maleimidilfenil)-4-metilcumarina) que, en condiciones que favorecen el cierre del canal,

selectivamente fom6  aductos fluorescentes  con sulfliidrilos hiperreactivos  localizados

en el RyR y en la triadina (Liu y cols., 1994).
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En   las   vesiculas   de   RS   euriquecidas   en  triadas   utilizadas   en   esta  tesis,

preincubadas con activadores del canal RyR como cafeina 5 mM y Ca2+ 20 LLM, tanbi6n

se  observ6  la  formaci6n  de  un  complejo  de  alto  peso  molecular,  en  condiciones  no

reductoras.  En  cambio,  con una preincubaci6n  en presencia  de  Mg2+  10  mM,  no  se

visualiz6 dicho complejo. Al utilizar vesiculas que se prepararon en presencia del agente

reductor  ditiotreitol,  no   se  detect6   la  formaci6n  del   complejo   en  condiciones  de

activaci6n ni de inhibici6n del canal.  Tampoco se visualiz6 el complejo al reducir las

vesfculas  que  previanente  habian  sido  incubadas  con  cafeina  en  presencia  de  Ca2+

micromolar. Entre las proteinas que forman el complejo se identific6 al RyR, segtin se

determin6 por inmunoblots (resultados no mostrados).

Estos  antecedentes  evidencian  la  existencia  de  un  complejo  funcionalmente

importante entre el RyR y la triadina, cuya estabilidad esta determinada por el estado

redox de sulthidrilos hiperreactivos. Estos grupos SH son alost6ricamnte regulados por

ligandos fisiol6gicos y farmacol6gicos del canal.

Efecto de cafeina sobre la liberaci6n de calcio

El efecto de cafeina sobre la liberaci6n de Ca2+ dependi6 de su concentraci6n. Un

aumento de [cafeina] aument6 la cantidad de calcio liberada y la duraci6n de TL, 1o que

indica que aument6 tanto la fracci6n de canales abiertos como la duraci6n de la apertura

de estos canales. Ademas, s6lo con cafeina entre 0,5 y 4 mM se observaron oscilaciones

regulares. En concentraciones menores a 0,5 mM no se observaron oscilaciones; entre 6

y 8 mM las oscilaciones fueron irregulares y en concentraciones aun mayores de cafeina,

las oscilaciones se anularon completamente. Puesto que se ha reportado que con cafeina
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5 inM ya se inhibe la Ca-ATpasa (Allen y Westerblad, 1995), podemos inferir que tanto

el primer evento transitorio  de liberaci6n de Ca2+ como  las  subsecuentes  oscilaciones

observadas  con  cafefna  entre  0,5  y  4  mM,  ocurren por  un  efecto  sobre  el  canal  de

Ca2+RyR sin interferencia de la bomba de calcio. Por otro lado, con cafeina en bajas

concentraciones (< 0,5 mM) y en presencia continua de Mg2+, s61o se observ6 el primer

evento de liberaci6n transitorio de Ca2+, sin posteriores oscilaciones. Esto indica que en

concentraciones bajas de cafeina, los canales rna vez cerrados por Mg2+ no vuelven a

abrirse para generar oscilaciones.

Al  modificar  [Mg2+]  se  observ6  que  a  bajas  concentraciones  los  canales  de

liberaci6n de Ca2+ son mas sensibles a la presencia de cafeina. A medida que disminuye

[Mg2+I,  el  aunento  de  cafeina produce un mayor aunento  en la constante  inicial  de

liberaci6n  de  Ca2+,  obteni5ndose  rna  kmax  mayor,  lo  que  indica  que  la  fracci6n  de

canales abiertos es mas elevada en bajo Mg2+. La constante de Hill ago,5) para cafeina

aunent6 junto con [Mg2+], indicando que para abrir el 50 % de los canales se necesita

rna mayor concentraci6n de cafeina a medida que aunenta [Mg2+]. En concentraciones

de Mg2+ fisiol6gicas (0,5-1,0 mM), el efecto de cafeina fue cooperativo (nHiii =  1,7-1,9)

y en concentraciones altas de Mg2+ (2,5 mM) la cooperatividad aument6 notablemente

(nHiii = 2,9). Con este aunento de cooperatividad, 1a uni6n de Mg2+ a sus sitios produjo

rna disminuci6n aun mayor en kmax, lo que indica que la fracci6n de canales abiertos

disminuy6 considerablemente. No obstante este aumento de cooperatividad, la cafeina es
I

capaz de abrir los canales y producir liberaci6n de Ca2+ en [Mg2+] tan elevada como 2,5

mM.
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Si suponemos que en todas las concentraciones de Mg2+, la kmax debiera llegar al

mismo valor como en Mg2+ bajos o sin Mg2+ en rna concentraci6n elevada de cafeina;

entonces, podemos ajustar los datos fijando la kmat al valor obtenido en la concentraci6n

de Mg2+ mas baja utilizada, 0,05 mM. Con este ajuste, 1a constante de Hill (Ko,5) para

cafeina aunent6 considerablemente al aumentar el Mg2+ y la cooperatividad se mantuvo

relativamente constante (1,7 a 1,9). Con los antecedentes disponibles es dificil priorizar

por alguno de los dos ajustes utilizados, ya que no es posible discemir qu6 ocurrifa en

concentraciones muy altas de cafeina. En concentraciones altas, cafeina inhibe la bomba

de  calcio  y  ademas,  no  es  posible  realizar  experimentos  en  concentraciones  muy

elevadas  debido  a  problemas  de  diluci6n  en  las  jeringas  del  fluorimetro  de  flujo

detenido. No obstante, con ambos ajustes se confirma que el efecto de cafeina sobre el

canal RyR depende estrechamente de [Mg2+]  1ibre presente en el medio extravesicular

(citos6lico).

Participaci6n de calsecuestrina en el proceso de liberaci6n de calcio

Las vesiculas  de RS  de mtisculo  esquel6tico  de conejo  enriquecidas  en triadas

tienen la capacidad de acumular grandes cantidades de Ca2+ (Donoso y cols.,1996). Los

resultados   de   esta  tesis  muestran  que   esta  propiedad   se  perdi6   en  las  vesiculas

desprovistas   de   calsecuestrina.   Estas   vesiculas   sin   calsecuestrina   s6lo   captaron

pasivanente ~20% del total del Ca2+ que acumularon las vesiculas control. Esto sugiere

que en las vesfculas nativas equilibradas con Ca2+ 3 mM, ~80°/o del Ca2+ intravesicular

esta unido a calsecuestrina y ~20% se encuentra en su forma libre.
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Por otro lado, las vesfculas sin calsecuestrina acumularon activanente Ca2+ del

medio extravesicular (citos61ico), que fue liberable por cafeina y ATP2-. La cantidad de

Ca2+ acuniulada activamente tambi6n fue comparativanente menor en las vesfculas sin

calsecuestrina que en las vesfculas control. Ademas, el tiempo de captaci6n de Ca2+ en

vesiculas sin calsecuestrina y en vesiculas control fue mayor que en vesiculas nativas. Es

probable que las vesiculas tratadas hayan sufrido algdn dafio en su estructura durante el

proceso de extracci6n de calsecuestrina y en el trataniento de las vesiculas control, que

hace que la captaci6n sea mas lenta. Es notable que a pesar de estos procedimientos, las

vesiculas  conserven  los  elementos  necesarios  y  la  capacidad  para  acumular  Ca2+  y

responder a agonistas para liberarlo. Los resultados obtenidos indican que las vesiculas

sin calsecuestrina acunularon Ca2+ activanente en foma mas lenta que las vesiculas

control,  lo  que  queda  en  evidencia  al  comparar  ambas  preparaciones  a  rna  misma

concentraci6n de proteinas. En concentraciones de proteinas mas altas, 1as vesiculas sin

calsecuestrina acunularon Ca2+ en tiempos comparables con las vesiculas control. Estos

datos  confirman reportes previos  (Ikemoto  y  cols.,  1972,  1974;  MacLennan y Wong,

1971) indicando  que calsecuestrina interviene y facilita el proceso  de acumulaci6n de

Ca2+ al actuar como tamp6n de Ca2+ ya que al disminuir [Ca2+] libre al interior del RS

favoreceria la captaci6n por medio de la Ca2+-ATpasa.

El  evento  de  liberaci6n  de  Ca2+  inducido  por  cafeina  en  las  vesiculas  sin

calsecuestrina, en una concentraci6n de proteinas de 0,2 mg/mL, no se evidenci6 en una

celda espectrofotom6trica; en cambio, se observ6 claramente en un espectrofluon'metro

de flujo detenido. Es probable que estas diferencias se fundanenten en el hecho de que

durante el tiempo de mezcla del espectrofluorinetro Fluoro Max-2 ocurran los eventos
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de liberaci6n y captaci6n de calcio y no se visualicen en el registro porque la sefial es

pequefia. Los experimentos realizados en este fluorinetro tuvieron un tiempo de mezcla

de 2-3 segundos y los datos se recogieron cada 250 ms. En el espectrofot6metro de flujo

detenido el tiempo de mezcla fue de 1-1,5 ms y se recogieron puntos cada 16 cada 2 ms,

de   acuerdo   al   tiempo   total   de   registro   de   cada   experimento.   Como   la   sefial

correspondiente  a  la  liberaci6n  de  Ca2+  es  posterior  a  este  tiempo  de  mezcla,  pudo

visualizarse claramente.

La liberaci6n de  Ca2+ inducida por cafeina tuvo rna cin6tica mas  lenta en las

vesfculas  desprovistas  de  calsecuestrina,  con rna constante  de velocidad  (k)  que  s61o

alcanz6 la mitad del valor de k registrado en vesiculas control. Ademas, en las vesiculas

sin calsecuestrina rna fracci6n de canales comenz6 a cerrarse a los 250 ms de iniciada la

liberaci6n de Ca2+, como lo indica la disminuci6n de la sefial de fluorescencia producto

de la acunulaci6n de Ca2+ en el interior de estas vesiculas a partir de los 250 ms. En

contraste, en las vesfculas control la liberaci6n neta de Ca2+ fue mas prolongada. A los 5

segundos de inicada la liberaci6n de Ca2+ inducida por cafeina los canales continuaban

abiertos  sin  visualizarse  aun  rna  recaptaci6n  neta  de  calcio  hacia  el  interior  de  las

vesiculas.

Estos resultados permiten sefialar que la calsecuestrina tiene un papel activo en la

regulaci6n de la liberaci6n de Ca2+ que estaria dado no s6lo por sus propiedades tamp6n

que  le  pemiten  acumular  grandes  cantidades  de  Ca2+  al  interior  del  RS,  sino  que

tambi6n por rna acci6n directa sobre el Ca2+ disponible para ser liberado luego de una

activaci6n  del  canal.  Esto  sugiere  que  al  no  estar  presente  la  calsecuestrina,  no  se
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dispondria de rna cantidad de Ca2+ para ser liberada con un tiempo medio rapido y de

duraci6n suficientes acorde con las exigencias fisiol6gicas del mtisculo esquel6tico.

A  las  vesiculas  depletadas  de  calsecuestrina  se  les  incorpor6  calsecuestrina

(datos no mostrados).  Estas vesiculas captaron muy poco  Ca2+ y en forma muy lenta.

Ademas,  no  se  obtuvo  una  cin5tica  de  captaci6n  y  liberac6n  de  Ca2+  como  en  las

vesfculas que tienen la calsecuestrina incorporada en foma nativa. Por el contrario, el

comportamiento  fue  similar  a  los  obtenidos  con  las  vesiculas  sin  calsecuestrina.  Es

probable que la calsecuestrina se haya asociado en forma extema a las vesiculas y al no

tener a la calsecuestrina en su interior, 6sta no estaria ejerciendo su papel de tamp6n de

Ca2+  y de regulador tanto  de  la captaci6n como  de  la liberaci6n  que  ejerce  desde  el

lunen  de  las  vesiculas  nativas.  Tanbi6n  es  posible  que  parte  de  la  calsecuestrina

efectivamente haya ingresado a las vesiculas pero en cantidades insuficientes como para

formar la red caracterf stica que forma esta protefna en las proximidades del canal de

liberaci6n.   La   calsecuestrina   al   no   adquirir   la   conformaci6n   nativa   no   podrfa

experimentar cambios conformacionales al unir y disociar Ca2+ luego de la captaci6n y

posterior liberaci6n,  y ejercer asf los  efectos regulatorios  esperados  sobre  el  canal  de

1iberaci6n de calcio.

Cambios de fluorescencia intrinseca asociados a la uni6n de calcio a calsecuestrina

y cin6tica de la disociaci6n del calcio unido

De  antecedentes  previos  se  sabe  que  la  calsecuestrina  experimenta  canbios

conformacionales al unir Ca2+ que se reflejan, entre otros parametros, en un aunento en
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su fluorescencia intinseca debido a la intemalizaci6n de grupos tript6fanos (Ikemoto y

cols.,1974; Ostwald y MacLennan,1974; Mitchell y cols.,1988; Hidalgo y cols.,1996).

En  esta tesis,  1as  vesiculas  permeabilizadas  de  RS  de  mtisculo  esquel6tico  de

conejo experimentaron cambios en su fluorescencia intrinseca en presencia de Ca2+, al

igual que la calsecuestrina purificada. Estos cambios en la fluorescencia intrinseca no se

observaron en rna preparaci6n de reticulo  sarcoplasmatico  longitudinal  que no posee

calsecuestrina.  Tampoco se observaron en rna preparaci6n de vesiculas de RS nativas

sin antes incubar estas vesiculas con Ca2+. La incubaci6n pemite el ingreso de Ca2+ a las

vesiculas y el posterior aumento de la fluorescencia intrinseca tras la uni6n de este ion a

calsecuestrina. Los resultados indican que calsecuestrina en su ambiente nativo al unir

Ca2+ experimenta cambios conformacionales que se maniflestan con un aumento en la

fluorescencia  intrinseca.   Estos   cambios   pudieron  distinguirse   en  rna  preparaci6n

vesicular, a pesar de que la fluorescencia basal es mucho mas alta que la fluorescencia

intrinseca basal de la proteina purificada.

Para los estudios cin6ticos de la disociaci6n del Ca2+ unido  a calsecuestrina se

utiliz6 rna preparaci6n de membranas de la zona de union del RS (JFM) que present6

algunas  ventajas  fundanentales  respecto  a las  vesiculas  de  RS  permeabilizadas.  Los

resultados de experimentos realizados en JFM fueron reproducibles a diferencia de los

experimentos cin6ticos realizados en vesiculas de RS permeabilizadas. Creemos que esto

se debe a que las JFM son membranas rotas producto del procedimiento de preparaci6n,

lo que permitin'a un accceso expedito a la gran cantidad de calsecuestrina que las JFM

poseen.   Ademas,   1as   JFM   exhibieron  rna  mayor   diferencia   en  los   cambios   de
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fluorescencia intrinseca en presencia y en ausencia de Ca2+, lo  que otorg6 una mayor

sensibilidad a la medici6n.

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran que la disociaci6n del Ca2+ unido

a calsecuestrina fue mas rapida que los calnbios de fluorescencia intrinseca asociados,

tanto   en  la  proteina  en   soluci6n  como   cuando   calsecuestrina  estaba  asociada  a

membranas.  Esto  indica que  el  cambio  estructural  de  la calsecuestrina ocurre  con un

retardo temporal luego de la disociaci6n de Ca2+.

La cin6tica de  disociaci6n  del  Ca2+  unido  a calsecuestrina fue  diferente  en  la

proteina  en  soluci6n  y  en  la  proteina  asociada  a  membranas.   EI   Ca2+  unido   a

calsecuestrina asociada a las JFM se disoci6 con una constante de velocidad 9,5 veces

mayor  que  lo  registrado  en  la  proteina  en  soluci6n.  Los  cambios  de  fluorescencia

intrinseca asociados a la disociaci6n de Ca2+ tambi6n fueron mas ripidos en las JFM,

presentando valores de k 8,5 veces mas altos que en calsecuestrina en soluci6n. El hecho

que   la  disociaci6n   de   Ca2+   desde   calsecuestrina  y   los   subsecuentes   cambios   de

fluorescencia intrinseca fueron mas rapidos cuando la calsecuestrina estaba aun unida a

las  JFM que  en  soluci6n,  sugiere  que  cuando  la calsecuestrina esta presente  en altas

concentraciones en un espacio restringido, tal como las JFM, 1a disociaci6n es un evento

cooperativo.

Implicaciones fisiol6gicas

La liberaci6n transitoria y parcial de Ca2+ seguida por oscilaciones luego de la

adici6n de cafeina en [Mg2+] libre 0,16 0,5 mM, [ATP2-] libre 0,15 mM, [Ca2+I  100 nM,

cercanas   a  sus  respectivas   concentraciones   fisiol6gicas   de  reposo,   concuerda  con
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resultados  previos  obtenidos  en  mtisculo  esquel6tico  intacto  de  mamifero.  En  flbras

rapidas intactas de mandfero, 1a cafeina en concentraciones tan altas como 30 mM no

fue suficiente para vaciar completamente el RS en [Mg2+]  1  mM (Fryer y Stephenson,

1996). Es necesario aplicar cafeina en rna soluci6n con rna baja concentraci6n de Mg2+

para vaciar completamente el RS (Kabbara y Stephenson,  1994). Por otro lado, se sabe

que cafeina aumenta la sensibilidad a Ca2+ por el sitio de activaci6n (Rousseau y cols.,

1988;  Moutin y  Dupont,  1988;  Meissner y  cols.,  1997),  pero  no  esta  claro  su  efecto

sobre el sitio de inhibici6n. Tanpoco se sabe si cafeina afecta la afinidad para Mg2+ del

sitio  de  activaci6n  o  del  sitio  de  inhibici6n en mamfferos,  s6lo  se ha demostrado  en

anfibios que cafefna disminuye levemente la afinidad para Mg2+ del sitio inhibitorio sin

modificar la afinidad en el sitio de activaci6n de Ca2+ (Murayana y cols., 2000). Los

presentes  resultados  proporcionan  rna  explicaci6n  al  efecto  de  liberaci6n  parcial  de

cafeina observado en c6lulas de mtisculo esquel6tico complete. El efecto de liberaci6n

parcial y oscilatorio ocurriria por rna competencia entre cafeina y [Mg2+] libre para abrir

y cerrar los canales, respectivamente.  Cafeina abre los canales RyR, pero el RS libera

s6lo rna cantidad discreta de Ca2+ puesto que Mg2+ cierra los canales aun en la continua

presencia de cafeina. EI Ca2+ 1iberado es captado rapidamente al RS por la Ca-ATpasa.

Esto genera rna apertura transitoria de los canales. En presencia de Mg2+ 0,5-1,0 mM la

liberaci6n  de  Ca2+  inducida por  cafeina  seguife  siendo  transitoria  aun  en  ambientes

oxidantes  donde  la  afinidad  de  Mg2+  por  su  sitio  ha  disminuido,  aunque  no   se

desarrollari'an oscilaciones. S6lo cuando [Mg2+] es muy baja y en un anbiente oxidante,

1a liberaci6n de calcio ya no sen'a transitoria y el RS podria depletarse aun con rna baja

concentraci6n  de  cafeina.  Si  rna  situaci6n  similar  se  aplica para  la  apertura  de  los
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canales por agonistas fisiol6gicos, el potencial para las oscilaciones estarfa presente en

mtisculo  esquel6tico  de  mamffero  intacto  ya  que  las  oscilaciones  se  generan  por  un

mecanismo que se origina desde los canales RyR del mtisculo esquel6tico.

Los agentes redox pueden oxidar o reducir tanto la protefna canal como tanbi5n

otras proteinas presentes  en la triada que poseen grupos  sulthidrilos,  como triadina y

juntina, y que estin en estrecho contacto con calsecuestrina y con el RyR. No obstante,

es probable que el efecto de los agentes redox sobre la afinidad del sitio inhibitorio para

Mg2+ presente en el canal de Ca2+ ocurra por rna oxidaci6n de los grupos tioles de la

proteina canal.

Existen  evidencias  que  sugieren  que  grupos  SH  presentes  en  el  RyR pueden

cambiar su estado redox durante la actividad normal del canal (Liu y cols.,  1994). Por

otra parte  se  ha propuesto  que  la  activaci6n  flsiol6gica  de  los  canales  RyR por  los

sensores de voltaje del T-T involucra un aumento de la afinidad del sitio inhibitorio de

Mg2+ (Lamb y Stephenson,1991,1992,1994; Lamb y Laver,1998). Los resultados de

esta tesis muestran que la oxidaci6n de grupos SH aumenta tanto la magnitud como la

duraci6n del evento de liberaci6n de calcio. No obstante, no  se ha demostrado que z.#

vz.vo  los  canales  RyR se  oxiden durante  la  activaci6n fisiol6gica por  los  sensores  de

voltaje.

En el mdsculo esquel6tico, se ha estimado que los niveles de glutation son de 1 a

3 mM (Sen,  1995; Ji y cols.,  1992), mientras que la raz6n GSII/GSSG en el citosol de

rna  c61ula  de  malnifero  tfpica  es  2  30:1,  1o  que  mantiene  un  potencial  redox  de

aproximadamente -220 mv Qlwang,  1992). El potencial redox del lumen del reticulo

endoplasmatico  es significativamente mas  oxidado  (aproximadamente -180 mv) y se
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mantiene  con rna raz6n  3:1  a  1:1  de  GSH/GSSG  (Hwang,  1992;  Binhegyi  y  cols.,

1999). Es probable que la raz6n GSII/GSSG en el RS sea similar a la detemlinada en el

reticulo endoplasmatico. De esta manera, la membrana donde el RyR reside esta sujeta a

rna gran  diferencia  de  potencial  redox transmembrana  de  40-50  mv,  con  el  lumen

mucho mss oxidado que el citosol. En la c6lula muscular, el estr6s oxidativo inducido

por radicales libres derivados de oxigeno, puede oxidar directamente  grupos tioles de

proteinas del RS (Fabero y cols.,1995; Stuart y cols.,1992) o provocar un desbalance de

la relaci6n citos6lica GSH/GSSG,  oxidando  GSH a GSSG (Ji y cols.,  1992).  Por otra

parte se ha observado un aumento de radicales libres en condiciones como hipertermia

maligna (Duthie y Arthur,1993) y reperfusi6n post-isqu6mica (Kaneko y cols.,1994). Si

los radicales libres promueven la oxidaci6n de grupos SH o aumentan la concentraci6n

de GSSG, entonces, de acuerdo a los resultados obtenidos en en esta tesis, la afinidad

por  Mg2+  estari'a  disminuida  en  estas  condiciones,  1o  que  favorecen'a  rna  mayor

liberaci6n de calcio. Como consecuencia se produciria un aumento en la concentraci6n

de Ca2+ citoplasmatica, como se observa en las mencionadas patologfas.

Respecto a la participaci6n de calsecuestrina en el proceso de liberaci6n de Ca2+,

los resultados de esta tesis extienden reportes previos en cuanto a la participaci6n directa

de esta proteina en la regulaci6n del proceso de liberaci6n de Ca2+. Los resultados de

esta tesis muestran que calsecuestrina fue fundamental tanto en el proceso de captaci6n-

acumulaci6n de Ca2+, como en el evento de su liberaci6n. Si bien existen varios reportes

dirigidos  a mostrar la participaci6n  de  calsecuestrina en  estos  procesos  celulares,  no

existian reportes  que  demostraran que  esta proteina es  fundamental para obtener rna

cin6tica  de  liberaci6n  rapida  de  Ca2+  como  lo  requiere  el  mdsculo  esquel6tico  ni
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tampoco se habia reportado rna cuantificaci6n del proceso de disociaci6n del Ca2+ unido

a calsecuestrina.

Los  resultados  de  esta  tesis  muestran  que  a  25  °C  el  tiempo  medio  de  la

disociaci6n de Ca2+ desde calsecuestrina formando parte de las JFM fue de 6,4 ms. Es

probable  que  la  disociaci6n  de  Ca2+  sea  aun  mas  rapida  a  37  °C.  Estos  resultados

implican que la disociaci6n de calcio desde calsecuestrina I.7€ 1;I.1;o no es limitante de la

velocidad de la liberaci6n de calcio desde el RS.
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CONCLUSI0NES

Los    resultados    de    esta   tesis    muestran    que    en    vesiculas    de    reticulo

sarcoplasmatico de conejo, enriquecidas en triadas, la cafeina induce liberaci6n de calcio

transitoria seguida de oscilaciones de calcio. Ademas, se demuestra que las oscilaciones

de calcio tambi6n se producen en forma espontinea sin la adici6n de agonistas. Estos

antecedentes indican que estas vesiculas poseen todos los elementos requeridos para la

generaci6n de oscilaciones de  calcio  que previamente habfan sido  observadas  s6lo  en

c51ulas y en fibras musculares.

Los resultados de esta tesis indican tambi6n que la liberaci6n de calcio inducida

por  cafeina en  estas  vesiculas  euriquecidas  en  triadas,  disminuye  por  el  aumento  de

[Mg2|  libre.  Esta  inhibici6n  es  modulada  por  el  estado  redox  de  los  canales  RyR.

Nuestros  resultados  no  mos  permiten  descartar  la  participaci6n  de  otras  proteinas

presentes en la triada que contienen grupos sulfliidrilos, como triadina y juntina, en el

mecanismo de modulaci6n por 6xido-reducci6n. Sin embargo, se demuestra claramente

que  en  la regulaci6n  de  la liberaci6n  de  calcio  inducida por  cafeina participa  el(los)

Sitio(s) de uni6n para Mg2+.

Por otra parte, hemos  demostrado  que  calsecuestrina:  1)  es  fundamental  en el

proceso de acumulaci6n-captaci6n de calcio por el reticulo, y 2) regula directamente el

proceso de liberaci6n de calcio inducido por agonistas como cafeina y ATP2-.

Finalmente, nuestros resultados revelan por primera vez que la disociaci6n del

calcio unido a calsecuestrina tiene rna cin6tica fapida que no es limitante del proceso de
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1iberaci6n  de  calcio,   lo   que  sugiere  que  el  calcio  unido  a  la  calsecuestrina  esta

rapidamente  disponible  para  ser  liberado  luego  que  el  canal  RyR  se  abre  por  algtin

estimulo.
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